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Introduction générale

La simplification des systémes de culture a induit une augmentation de la consommation
d’intrants de synthése, conduisant a d’importants dommages environnementaux (Tilman et al.
2001 ; Jensen et al. 2010 ; Steffen et al. 2015). Le colza d’hiver est une culture emblématique
de cette simplification et standardisation des systéemes de culture ; en France, les surfaces ont
ainsi considérablement crd au cours des deux dernieres décennies (Schott et al. 2010). Or, la
consommation d’intrants sur le colza figure parmi les plus élevées chez les grandes cultures,
que ce soit en terme d’utilisation de produits phytosanitaires ou d’azote minéral (AGRESTE
2013 ; AGRESTE 2014 ; Schmidt et al. 2010), pouvant conduire a des dommages
environnementaux (Sausse et al. 2012 ; Dejoux 1999). Du fait de cette consommation
importante d’intrants, [’utilisation du colza a des fins énergétiques sous forme de
biocarburant, I'un de ses débouchés principaux, est également remise en cause du fait d’une
efficience énergétique assez faible (van Duren et al. 2015).

L’amélioration des pratiques sur le colza d’hiver, notamment en réduisant le recours aux
intrants de synthése et leurs impacts sur I’environnement, tout en garantissant une
productivité élevée, constitue donc un défi important a relever. Les notions d’agroécologie et
d’intensification écologique, basées en partie sur la substitution d’intrants chimiques et/ou
I’amélioration de la productivité¢ via la mobilisation de services de support et de régulation
(Bommarco et al. 2013 ; Wezel et al. 2014), sont ainsi mises en avant pour satisfaire ces
exigences. Parmi les leviers possibles pour faire évoluer les agroécosystemes afin de répondre
a ces enjeux, I'augmentation de la biodiversité cultivée est une voie possible (Doré et al.
2011 ; Ratnadass et al. 2012 ; Altieri 1999). L’utilisation de cultures plurispécifiques (un des
moyens d’augmenter la biodiversité¢ a I’échelle de la parcelle cultivée) a ainsi été identifice
comme étant un levier d’intensification écologique, par la stabilisation ou I’amélioration de la
productivité tout en limitant le recours aux intrants (Brooker et al. 2015 ; Jensen 1996).

Dans le cas du colza d’hiver, les exemples d’association sont rares (Bergkvist 2003 ; Paulsen
et Schochow 2006). Toutefois, ces derniéres années, ’idée d’introduire des légumineuses
gélives, en association avec le colza a I’automne, s’est développée aupres des agriculteurs et
des organismes de conseil. L’introduction de ces plantes de service, semées avant, pendant ou
aprés le semis de la culture principale et non récoltées (Hartwig et Ammon 2002), constitue
une facon originale d’introduire de la diversit¢ au sein de la parcelle. Dans le cas des
associations colza-légumineuses gélives, les objectifs poursuivis initialement étaient divers :

accroissement de la compétitivité vis-a-vis des adventices, réduction des quantités d’azote
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minéral & apporter sur la culture de vente au printemps, notamment du fait du relargage de
I’azote absorbé et/ou fixé par les légumineuses, et lutte contre les insectes a I’automne
(Valantin-Morison et al. 2011 & 2012 ; Landé et Sauzet 2011 ; Cadoux et al. 2015).
Néanmoins, le développement de cette technique a plus large échelle nécessite d’acquérir plus
de références scientifiques sur le fonctionnement de ces peuplements complexes et sur les
caracteristiques des légumineuses qui déterminent les performances obtenues.

Cette thése se propose donc de quantifier les effets des légumineuses gélives sur les
performances du colza et de comprendre les mécanismes qui les expliquent, ainsi que leurs
déterminants. Deux effets escomptés sont en particulier étudiés : la régulation des adventices

au cours de I’automne et I’amélioration de la nutrition azotée du colza.
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1. Associer une plante de service a une culture de vente

1.1 Services écosystémiques et utilisation de plantes de service

1.1.1 Définitions et généralités

Les services écosystémiques sont définis comme des bénéfices pour la société issus du
fonctionnement de 1’écosysteme (Millenium Ecosystem Assessment MEA 2005). D’apres le
MEA, quatre types de services écosystémiques peuvent étre identifiés: les services de
provision (eau, nourriture), de régulation (contrdle des bioagresseurs), les services culturels
(valeur esthétique, récréation) et les services de support (recyclage des nutriments). Cette
classification a cependant été remise en question, notamment du fait de la difficulté a prendre
en compte les dis-services ou a différencier les services de régulation et de support
(Tancoigne et al. 2014 ; Lavorel et Sarthou 2008).
D’autres classifications des services écosystémiques ont alors été proposées. Lavorel et
Sarthou (2008), en s’appuyant sur les travaux de Zhang et al. (2007), ont proposé trois
nouvelles catégories de ces services écosystemiques (Figure 1) :

- les services intrants

- les services de production contribuant au revenu agricole

- les services produits hors revenu agricole direct.
Cette typologie permet notamment de mieux comprendre I’impact de I’augmentation de la
biodiversité a 1’échelle de la parcelle cultivée en mettant 1’agroécosystéme (i.e. le produit de
la modification des écosystémes par I’lhomme, UNESCO 2009) au centre des préoccupations.
Lavorel et Sathou (2008) ont également distingué deux types de services intrants. La premiére
catégorie correspond aux services permettant de fournir ou de maintenir la disponibilité en
ressources, ce sont les services intrants de ressources (disponibilité en nutriments, maintien
de la fertilité des sols). La seconde catégorie correspond aux services intrants de régulation
qui rendent compte de la régulation des interactions biotiques entre especes (contrble des
bioagresseurs par exemple). Cette classification permet donc d’appréhender de maniére plus
précise la diversité des services écosystémiques potentiellement rendus au sein des
agroecosystemes. En effet, la notion de durabilité des systémes agricoles requiert de ne plus
considérer comme unique externalité les services de production, tels que la production de
matieres premieres, mais également de prendre en compte d’autres types de services
écosystémiques, notamment ceux de support ou de régulation (Lescourret et al. 2015 ;
Robertson et al. 2005).
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REVENU AGRICOLE

Production primaire:

- Rendement

- Stabilité: contrbles biotiques

- Stabilité: variabilité abiotique
- Stabilité production fourragére
Production animale:

- Rendement

- Qualité fourrages

- Qualité produits animaux
{Autres produits commercial.)

PROD. HORS REV. AGRICOLE

Eau (énergie, irrigation, crues...)
Qualité des eaux

Régulation du climat

Régulation des incendies
Conservation biodiversité
Valeurs cultur. & esthétiques

Figure 1 : Schéma conceptuel de I'organisation des services des agroécosystemes présenté dans Lavorel et
Sarthou (2008), adapté de Zhang et al. (2007)

1.1.2 Couverts plurispécifiques et plantes de service

De maniére générale, ’augmentation de la biodiversité, qu’elle soit cultivée ou non, est mise
en avant pour parvenir a I’obtention d’une large gamme de services écosystémiques dans des
contextes variés (Isbell et al. 2011 ; Lavorel et Grigulis 2012 ; Altieri 1999 ; Tilman et al.
2002). Au sein des agroécosystémes, les mélanges d’espéces sont en particulier identifiés
comme un moyen de fournir des services ecosystémiques tout en maintenant voire en
augmentant la productivité (Brooker et al. 2015 ; Storkey et al. 2015). Ces associations
plurispécifiques, définies comme la présence de plusieurs especes sur une méme unité de
surface pendant une période significative de leur cycle (Vandermeer et al. 1998 ; Brooker et
al. 2015), sont ainsi de plus en plus étudiées dans la littérature (Vandermeer et al. 1998 ;
Altieri 1999 ; Malézieux et al. 2009). Parmi les méthodes les plus couramment employées
pour associer plusieurs espéces sur un méme espace, les associations céréales-légumineuses,
pour lesquelles les deux espéces sont récoltées simultanément, occupent une part tres
importante dans la littérature (Jensen 1996 ; Corre-Hellou et al. 2006 ; Naudin et al. 2010 ;
Pelzer et al. 2012 ; Pelzer et al. 2014).

Une autre fagon d’introduire de la diversité a I’échelle de la parcelle consiste a introduire une
ou plusieurs espéces en tant que « mulch vivant » dans une culture de vente. Cette pratique
correspond a I’implantation de plantes de couverture, avant ou en méme temps que la culture

principale, et a leur maintien pendant tout ou partie de son cycle (Hartwig et Hammon 2002 ;

10
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Teasdale 1996). C’est cette forme particuliére de couvert plurispécifique qui nous intéressera
dans le cadre de cette these.

L’expression la plus couramment employée en frangais pour retranscrire la notion de mulch
vivant (living mulch) est le terme de plante de service (Carof 2006 ; Amossé 2013). Or, une
plante de service peut étre définie comme étant une espece cultivée pendant ou en dehors de
la présence de la culture de vente, non récoltée, et destinée a remplir un ou plusieurs services
écosystémiques ou encore comme une espéce ayant pour role d’agir sur 1’agroécosystéme
pour I’améliorer (Carof 2006). Cette définition peut donc inclure a la fois les couverts
végétaux implantés pendant les périodes d’interculture mais aussi I’ensemble des espéces,
nommées plantes compagnes ou plantes de couverture, dont tout ou partie de leur cycle de
croissance est concomitant avec celui de la culture de vente.

Dans la suite du manuscrit, nous ne nous intéresserons qu’aux plantes de service
correspondant a des especes implantées avant, pendant ou apres le semis de la culture de
vente, non récoltées, qui partagent avec elle une période significative de leur cycle de

développement et destinées a fournir un ou plusieurs services écosystémiques.

1.1.3 Introduire des plantes de service : quels services écosystemiques
potentiels ?

L’introduction de plantes de service dans les systemes de culture est motivée par la recherche
d’une diversité de services écosystémiques. Les services intrants sont toutefois ceux qui sont
le plus étudiés dans la littérature. Le contrble des adventices, un exemple de service intrant
de régulation biotique (Lavorel et Sarthou 2008) constitue ainsi un des objectifs parmi les
plus prégnants liés a I’introduction de plantes de service, que ce soit pour améliorer
I’efficacité du désherbage ou réduire I'utilisation d’herbicides chimiques en agriculture
conventionnelle (Hiltbrunner et al. 2007a ; Teasdale 1996 ; Abdin et al. 1997 ; Ilnicki et
Enache 1992 ; Liebman et Dick 1993 ; Carof 2006) ou bien en tant que méthode alternative
de contr6le des adventices en agriculture biologique (Bilalis et al. 2010 ; Amossé 2013).
Toutefois, les résultats obtenus sont trés contrastés et dépendent trés fortement des pratiques
agricoles mises en ceuvre et du contexte pédoclimatique dans lequel ces plantes de service
sont utilisées. La régulation d’autres bioagresseurs, tels que les insectes, constitue également
un autre service de régulation biotique potentiellement rendu par I’utilisation de plantes de
service (Costello 1994 ; Theunissen et al. 1995 ; Cadoux et al. 2015).
L’obtention de services intrants de ressources motive également I’introduction de plantes de

service dans les systémes de culture. L’amélioration de la fertilité du sol, notamment en
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augmentant la disponibilité en azote (Blackshaw et al. 2010 ; Thorsted et al. 2006a ; Amossé
et al. 2013a), en reduisant les pertes potentielles par lixiviation (Liedgens et al. 2004b ; Shili-
Touzi et al. 2010) ou en augmentant la quantité de matiére organique et la qualité physique
des sols (Carof et al. 2007a ; Shili-Touzi 2009) constituent ainsi des problématiques
particuliérement étudiées.

Bien qu’étant rarement mise en avant en tant que levier d’amélioration de ces performances,
I’introduction de plantes de service a également des conséquences sur les services de
production contribuant au revenu agricole. En effet, peu d’études ont démontré des effets
positifs des plantes de service sur les performances de la culture de vente en matiére de
rendement. La majorité des publications conclut a une absence d’effet positif significatif,
voire a une détérioration du rendement de la culture principale (Shili-Touzi et al. 2010 ;
Picard et al. 2010 ; Carof et al. 2007a ; Teasdale 1996 ; Pedersen et al. 2009 ; White et Schott
1991; Bergkvist 2003 ; Amossé et al. 2013a). Ces impacts négatifs potentiels liés a
I’introduction de ces espéces sur les services de production contribuant au revenu agricole
peuvent ainsi constituer un dis-service dont il faut nécessairement quantifier les effets.

Les services écosystémiques potenticllement rendus par 1’utilisation de plantes de service sont
donc multiples, de différentes natures et peuvent parfois étre antagonistes. Leurs effets sont
rarement additifs, et on parle davantage de bouquets de services car ces derniers interagissent
fortement (Gaba et al. 2014). Aucune espece, utilisée en tant que plante de service, n’est a
méme de rendre tous les services souhaités en méme temps (Damour et al. 2014 ; Tribouillois
et al. 2015b), la volonté de maximiser un service écosystémique se faisant bien souvent au
détriment d’autres (Bennett et al. 2009). La notion de compromis (i.e. "trade-off") est donc de
premiére importance pour gerer les antagonismes et les synergies entre services. Le choix
d’une espece candidate reléve ainsi du compromis a trouver entre chacun des services et/ou
dis-services potentiellement rendus (Tixier et al. 2011). Bennett et al. (2009) ont identifié
deux sources de variation de ce trade-off entre services : les interactions entre services
écosystémiques eux-mémes, ainsi que ’effet des "drivers"”, definis comme étant des facteurs,
modifiés par ’homme qui affectent un ou plusieurs services. Les possibilités de piloter ces
trade-offs entre services sont multiples et dépendent trés fortement du type d’association
considéré. Ainsi, I’arrangement spatial des espéces et la date de semis de l'espéce associée,
qui caractérisent les modalités d'insertion, ou encore 1’utilisation d’herbicide non-létal ou
localisé constituent des leviers potentiellement mobilisables dans ce but (Teasdale 1996 ;
Thorsted et al. 2006a).
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1.1.4 Modalités d'insertion des plantes de service
Les modalités d’insertion des plantes de service dans les systemes de culture sont diverses,
suivant la phénologie des espéces considérées et la période d’insertion de la plante de service
dans le systéeme de culture. L'arrangement spatio-temporel des espéces associées constitue
ainsi un des moyens d'optimiser le fonctionnement de l'agroécosysteme afin d'aboutir aux

services escomptés (Gaba et al. 2014).

Perennial

Living mulch

Cash crop

Partially synchronized intercrop

Living.mulch Dead mulch Living. mulch Dead mulch

Cash crop Cash crop
Relay intercropping
Living. mulch
Cash crop

Figure 2 : Modalités d'insertion des plantes de services du point de vue temporel

Sur le plan temporel (Figure 2), les plantes de service peuvent tout d’abord étre choisies parmi
des espéces pluriannuelles ou pérennes et étre introduites dans des systéemes de cultures
annuelles (Carof et al. 2007a ; Picard et al. 2010 ; Shili-touzi et al. 2010 ; lInicki and Enache
1992 ; White and Schott 1991) ou pluriannuelles, en viticulture (Hartwig and Ammon 2002 ;
Célette et al. 2009) ou dans les bananeraies (Tixier et al. 2011 ; Damour et al. 2014).

Des plantes de service annuelles peuvent ensuite étre associées a des cultures de vente
annuelles et détruites avant la récolte (naturellement par le gel ou par une application
d’herbicide). C’est le cas des légumineuses gélives associées au colza (Cadoux et al. 2015 ;
Valantin-Morison et al. 2011 & 2012 ; Landé et Sauzet 2011) dont cette these fait I’objet, ou
encore des légumineuses associées au blé (Cohan et al. 2012). Ces exemples constituent des
cas particuliers d’utilisation de plante de service, puisque les services €cosystémiques
escomptés proviennent a la fois de I’effet des légumineuses en tant que « living mulch »,
pendant la période de croissance simultanée avec la culture vente (ex : régulation des

adventices et des insectes automnaux pour le colza associé), mais aussi de leurs effets
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attendus en tant que « dead mulch », aprés leur destruction avant la fin du cycle de la culture
de vente (ex : restitution de 1’azote contenu dans les légumineuses pour le colza).

L’arrangement spatial des espéces est également un critere important lors de la conception
d’associations culture de vente-plante de service afin d’optimiser leur fonctionnement
(Damour et al. 2014). Celui-ci peut prendre différentes formes (Vandermeer 1989), selon que
la plante de service et la culture de vente sont semees sur la méme ligne, a la volée ou bien
que le semis est effectué en rangs ou bandes intercalées (Célette et al. 2009 ; Thorsted et al.
2006a). C’est notamment le cas pour les cultures sarclées telles que le mais pour lequel des
plantes de service peuvent étre semées dans I’inter-rang lors d’un binage (Abdin et al. 2000).
Dans le cas des associations colza-1égumineuses gélives, plusieurs modalités d’arrangement
spatial sont également possibles selon que le colza est seme a la volée, en ligne ou par un
semoir monograine en rangs espacés et que la Iégumineuse est semée a la volée, en ligne avec
le colza ou dans I’inter-rang. Cette notion d’arrangement spatial entre espéces est un levier
potentiellement mobilisable par 1’agriculteur pour optimiser la conduite technique de
I’association (Thorsted et al. 2006a ; Damour et al. 2014 ; Ripoche et al. 2012). Dans le cas
du colza associé, le semis des légumineuses sur le méme rang que le colza pourrait ainsi étre
un moyen de maximiser la compétition entre especes sur le rang, pour limiter le
développement des adventices, tout en permettant de recourir au binage de I’inter-rang. Au
contraire, pour le méme objectif de régulation des adventices, le semis des Iégumineuses a la
volée pourrait étre un moyen de favoriser la couverture du sol et de réduire la compétition

exercée par les légumineuses sur le colza.

1.2 Mécanismes impliqués et interactions entre culture de vente et plantes de service

1.2.1 Notions fondamentales
Les mécanismes impliqués dans I’obtention des services Visés sont multiples et complexes.
D’aprés Brooker et al. (2015), les processus écologiques qui interviennent au sein des cultures
plurispécifiques sont la résultante d’interactions négatives et positives de diverses natures.
Parmi elles, les notions de compétition et de facilitation sont particulierement importantes
pour comprendre le fonctionnement des couverts plurispécifiques. La compétition correspond
ainsi au phénomene par lequel des espéces interagissent de telle fagon qu’au moins une
d’entre elles exerce un effet négatif sur une autre (Vandermer 1989). Inversement, la
facilitation correspond au phénoméne par lequel au moins une espéce exerce un effet positif

sur une autre (Vandermer 1989).
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La notion de niche écologique, définie par Hutchinson (1957) comme un hypervolume dont
chaque dimension correspond a une condition environnementale (physique ou biologique)
limitante pour la survie de 1’espéce considérée (niche fondamentale), est déterminante pour
comprendre ces mécanismes. Lorsque plusieurs especes coexistent sur un méme espace, les
interactions entre especes induisent des modifications de ces niches (i.e. niche réalisée,
Hutchinson 1957). La prise en compte de la complémentarité entre les niches écologiques de
chacune des especes est ainsi de premiere importance pour comprendre les mécanismes de
compétition et les performances obtenues a 1’échelle de I’association (Tilman et al. 1990 ;
Vandermer 1989 ; Gaba et al. 2014). L’un des enjeux consiste donc a minimiser 1’ intersection
entre les niches écologiques des différentes especes a associer afin de s’assurer que ces
derniéres n’exercent pas une compétition pour les mémes ressources (Malézieux et al. 2009 ;

Vandermer 1989).

1.2.2 Mécanismes impliqués au sein des associations culture de vente - plante
de service

Deux principaux mécanismes de compétition pour les ressources interviennent entre especes
composant des cultures plurispécifiques : au niveau aérien pour le rayonnement lumineux et
au niveau racinaire pour I’cau et les nutriments (Malézieux et al. 2009 ; Tilman 1990).
L’amélioration de I'utilisation du rayonnement lumineux au sein des couverts plurispécifiques
est ainsi fréquemment mise en avant pour expliquer I’accroissement de la production de
biomasse totale (Malézieux et al. 2009 ; Tsubo et Walker 2004 ; Bedoussac et Justes 2010).
La complémentarité spatiale de I’architecture des espéces qui composent le couvert (Carof et
al. 2007a ; Thorsted et al. 2006a ; Tsubo et al. 2001 ; Bedoussac et Justes 2010) ou bien la
complémentarité temporelle de ces especes du fait de la phénologie et/ou décalage du semis
des especes (Picard et al. 2010 ; Zhang et al. 2008 ; Baldé et al. 2011 ; Amossé et al. 2013a ;
Bergkvist et al. 2011) améliorent ainsi I’efficience d’interception du rayonnement lumineux
par le couvert. Ce mécanisme est ainsi souvent a I’origine de I’amélioration de la compétition
exercée par le couvert sur les adventices (Fujiyoshi et al. 2007 ; Bilalis et al. 2010) mais peut
toutefois conduire a une détérioration des performances de la culture de vente dans le cas des
associations entre culture de vente et plante de service ou cette derniere est trop compétitive
vis-a-vis du rayonnement (Amossé et al. 2013a ; Thorsted et al. 2006a ; Carof et al. 2007a ;
den Hollander et al. 2007b). La sélection de plantes de service permettant a la fois de produire

une quantité de biomasse significative, tout en minimisant la compétition exercée sur la
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culture de vente est donc de premiére importance (Mauromicale et al. 2010 ; Tixier et al.
2011).

Au niveau racinaire, I’eau et 1’azote constituent deux ressources limitantes particuliérement
importantes pour comprendre les mécanismes de compétition entre espéces. De nombreuses
études concluent ainsi a des phénomenes de compétition vis-a-vis de ces ressources (Liedgens
et al. 2004a ; Oschner et al. 2010 ; Carof et al. 2007a ; Célette et al. 2009). Célette et al.
(2009) ont ainsi démontré que les plantes de service pouvaient a la fois réduire les quantités
d’azote absorbées par la culture de vente du fait de la compétition « directe » pour cette
ressource mais également du fait de la diminution de la disponibilité en eau qui induit une
réduction de la disponibilité de I’azote minéral du sol. La compétition pour I’eau et I’azote est
ainsi particulierement prejudiciable lorsque la plante de service et la culture de vente
cohabitent pendant les phases d’établissement des composantes du rendement de la culture de
vente (Carof et al. 2007a).

La disponibilité initiale du milieu en eau et en azote joue également un role important dans les
relations de compétition qui s’exercent pour ces ressources. Ainsi, les phénoménes de
compétition sont bien souvent d’autant plus intenses que la disponibilité en ressources est
élevée tandis que les phénomeénes de facilitation ont tendance a étre plus importants en
conditions limitantes (Malézieux et al. 2009 ; Hauggaard-Nielsen et Jensen 2005). C’est ainsi
particulierement le cas pour les associations entre légumineuses et non-légumineuses
(Bedoussac et Justes 2010 ; Corre-Hellou et al. 2006) pour lesquelles la disponibilité initiale
en azote minéral impacte tres fortement les relations de compétition entre les especes.
D’autres mécanismes de compétition ne concernent pas les ressources mais sont liés aux
interactions interspécifiques. Parmi eux, I’allélopathie (Tilman 1990), qui correspond a la
production par certaines plantes, de composés chimiques qui inhibent le développement
d’autres organismes, est également un critere de choix intéressant pour la composition de
couverts plurispécifiques, notamment pour gérer les adventices. Toutefois, le manque de
connaissance des processus biologiques qui les gouvernent rend difficile la mobilisation de

ces processus dans les agroécosystemes (Wezel et al. 2014).

Des mécanismes de facilitation interviennent également entre espéces au niveau racinaire. La
complémentarité spatiale et architecturale des systémes racinaires a ainsi été mise en avant
dans le cadre des associations entre légumineuses et non-légumineuses (Hauggaard-Nielsen et
Jensen 2005 ; Corre-Hellou et Crozat 2005). En situation d’association, Hauggaard-Nielsen et

al. (2001) ont ainsi démontré que le systéme racinaire de 1’espéce non-légumineuse avait
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tendance a croitre plus profondément qu’en culture pure et que la vitesse de croissance
latérale des deux espéces (orge et pois de printemps) était également plus importante. Dans le
cas d’association colza-féverole, Jamont et al. (2013) ont également mis en évidence cette
complémentarité de niche entre les systemes racinaires des deux espéces en milieu contrdlé :
70% des racines du colza se situaient ainsi dans la partie inférieure du rhizotron.

D’autres types d’interaction entre les systémes racinaires peuvent ¢galement étre a 1’origine
d’effets de facilitation. Fustec et al. (2010) ont ainsi suggéré que la sénescence des nodules ou
des racines, ainsi que I’exsudation de composés solubles, pouvaient étre a 'origine de la
stimulation de 1’absorption d’azote par la culture de vente. Toutefois, Jamont et al. (2013) ont
démontré que les transferts directs d’azote entre les systémes racinaires des deux espéces
(colza et féverole) étaient équivalents dans les deux sens. Enfin, la complémentarité entre les
réseaux mycorhiziens des deux especes est également un des mécanismes potentiellement a
I’origine d’effets de facilitation (van der Heijden et Horton 2009), notamment lorsque les
périodes de croissance difféerent (Hauggard-Nielsen et Jensen 2005).

Lorsque I'une des deux especes est détruite avant ’autre (comme c’est le cas pour les
associations entre colza et légumineuses gélives), la présence des résidus sous forme de mulch
a la surface du sol peut egalement induire des effets de facilitation. En premier lieu, la
minéralisation de I'azote contenu dans ces résidus pourrait conduire a une augmentation de la
disponibilité en azote pour la culture en place. En effet, la présence de résidus résultant de la
destruction de lIégumineuses "non-matures”, présentant des taux C/N faibles pourrait conduire
a une minéralisation rapide de I'azote contenu (Tribouillois et al. 2015b). Cependant, dans le
cas du colza associé a des légumineuses gélives, les résidus de légumineuses restent sous la
forme de mulch a la surface du sol, conduisant a des mécanismes de minéralisation qui
different de ceux traditionnellement étudiés lorsque les résidus de culture ou de couverts
végetaux implantés durant l'interculture sont incorporés au sol (Coppens et al. 2006 & 2007 ;
Garnier et al. 2003).

D'autres effets de facilitation sont également susceptibles de se produire du fait de la présence
de mulch. Ainsi, I’augmentation de la rétention d’eau dans les sols, I’amélioration de
I’efficience d’utilisation de I’eau (Vial et al. 2015 ; Sarkar en Singh 2007 ; Stagnari et al.
2014) ou bien la régulation de la température du sol (Gill et al. 1996 ; Su et al. 2014) sont
mises en avant du fait de la présence de mulchs et peuvent expliquer en partie I’amélioration

de I'utilisation de 1’azote par la culture en place (Su et al. 2014).
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1.2.3 Quels intéréts des légumineuses en tant que plante de service?

L’intérét d’introduire des légumineuses dans les systémes de culture a été largement étudié
dans la littérature, quel que soit le mode d’insertion (Jensen et al. 2011 ; Voisin et al. 2014),
notamment du fait de leur capacité a fixer 1’azote atmosphérique via leurs nodosités et de
I’effet positif & moyen terme sur la nutrition azotée des cultures suivantes (Liebman et al.
2012 ; Parr et al. 2011). Ces especes sont également particulierement intéressantes dans le
cadre d’associations plurispécifiques avec des espéces non-légumineuses et sont fréquemment
utilisées, que ce soit dans le cas d’associations récoltées (Pelzer et al. 2014 ; Corre-Hellou et
al. 2006 ; Jensen 1996 ; Conolly et al. 2001) ou de l'introduction de plantes de service (Carof
2006 ; Amossé 2013 ; Hiltbrunner et al. 2007a ; Hauggaard-Nielsen et Jensen 2005 ; Feil et
Liedgens 2001).

Les mécanismes de facilitation qui interviennent entre les espéces sont mis en avant pour
expliquer les performances obtenues par ces associations (Hauggaard-Nielsen et Jensen
2005). La complémentarité de niches du point de vue de I’utilisation de 1’azote constitue un
avantage particulierement intéressant dans le cas des associations cultures de vente-plante de
service (Brooker et al. 2015 ; Pelzer et al. 2012). En effet, la disponibilité en azote minéral
constitue bien souvent un facteur de croissance limitant pour le rendement de la culture de

vente.

1.3 Conclusion partielle

L'utilisation de couverts plurispécifiques est une des voies permettant de favoriser lI'obtention
de services écosystémiques au sein de I'agroécosystéme, notamment les services intrants de
régulation et de ressources. En effet, certains mécanismes de compétition et de facilitation qui
s'exercent permettent de maximiser I'efficience d'utilisation des ressources. En jouant sur les
complémentarités de niche entre les especes, par exemple en introduisant des légumineuses
qui exercent peu de compétition vis-a-vis de I'azote minéral, on peut ainsi prétendre améliorer
les performances agronomiques du couvert tout en minimisant les phénomenes de
compétition entre especes.

Parmi les différentes facons d'associer des especes entre elles a I'échelle de la parcelle,
I'introduction de légumineuses en tant que plantes de service, non récoltées, est une des
possibilités permettant d'augmenter la biodiversité cultivée, d'obtenir potentiellement des
services écosystémiques et de limiter le recours aux intrants sans toutefois modifier l'usage de

la parcelle. En effet, contrairement aux couverts plurispécifiques les plus répandus, pour
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lesquels les deux especes sont récoltées simultanément (associations céréales-légumineuses
par exemple), seule la culture de vente est récoltée en cas d'introduction de plantes de service.
Cela pourrait ainsi constituer une opportunité intéressante pour certaines cultures pour

lesquelles les associations sont difficiles.

2. Associations colza-légumineuses gélives : intéréts recherchés et état des

connaissances

2.1 Enjeux et perspectives pour le colza d'hiver

Les surfaces de colza ont connu un accroissement considérable en France au cours des
dernieres décennies, notamment du fait de son utilisation a des fins énergétiques (Schott et al.
2010). Or, le bilan énergétique de ce type de biocarburant est particulierement remis en cause
aujourd’hui (van Duren et al. 2015). La consommation d’énergie liée a la fabrication des
engrais azotes contribue pour 37% aux emissions de gaz a effet de serre du colza biodiesel
(Le Gall et al. 2015). L’utilisation importante d’engrais azoté sur la culture gréve ainsi de
facon tres importante son bilan énergétique. Or, Le Gall et al. (2015) ont également montre
que la substitution des apports d’engrais minéraux au printemps par 1’épandage d’engrais
organiques avant le semis n’induisait pas forcément une diminution des émissions de gaz a
effet de serre et pouvait potentiellement conduire a une augmentation des émissions de
protoxyde d’azote. De plus, la valorisation de ces apports est moins bonne a ’automne qu’au
printemps, ce qui peut conduire a des risques de lessivage (Merrien et al. 1997). D'autres
moyens doivent donc étre mobilisés pour garantir un niveau de rendement élevé tout en
réduisant la consommation de fertilisants minéraux.

L’application de produits phytosanitaires est particuliérement importante pour le colza. En
2011, I'indice de fréquence de traitement total s’élevait a 5.5 points au niveau national, ce qui
en fait la grande culture la plus consommatrice apres la pomme de terre (AGRESTE 2013).
La protection contre les adventices et les insectes, avec des IFT moyens nationaux respectifs
de 1.6 et 2.4, constitue les postes pour lesquels la consommation de produits phytosanitaires
est la plus importante. La réduction de la consommation de produits phytosanitaires constitue
donc également un enjeu prégnant pour cette culture (Schmidt et al. 2010). En effet, bon
nombre de molécules utilisées sur le colza se retrouve dans les eaux de surface, notamment

les herbicides racinaires de pré-levée et de post-levée (Sausse et al. 2012). Ainsi, la réduction

19



Synthése bibliographique

de I'utilisation de ces herbicides de pré-levée a été identifiée par Primot et al. (2006) comme

une voie d’amélioration possible des pratiques sur la culture.

2.2 Quelques points clés a prendre en compte a propos du colza d'hiver

2.2.1 Importance de la phase de croissance automnale dans le cycle de la culture

La mise en place des composantes du rendement (nombre de grains, poids de mille grains) se
fait principalement au cours du printemps apres la floraison (Figure 3). Le pouvoir de
compensation de la culture au printemps est particulierement important, ce qui confére au
colza la capacité a compenser des carences azotées en automne (Colnenne et al. 1998) ou bien
de faibles niveaux de croissance (Mendham et al. 1981). Toutefois, cette période automnale,
qui nous intéresse particulierement dans le cas des associations colza-légumineuses gélives,
constitue une phase de croissance importante pour le colza. La somme de temperature
nécessaire pour garantir une croissance et un développement satisfaisant en entrée d’hiver
repose sur I’équilibre entre plusieurs mécanismes antagonistes. D’une part, I’accumulation
d’une somme de température élevée garantit I’initiation d’un nombre de feuilles (qui
apparaitront au printemps) important, ce qui constitue une composante déterminante au
printemps (Merrien et Pouzet 1988). Le stade B8 en entrée d’hiver (correspondant a la
présence de huit feuilles vraies et atteint environ 600 degrés-jour en base 0 aprés la levée), qui
constitue le stade de résistance maximale au froid, représente également un objectif de
développement important en entrée d’hiver (Merrien et Pouzet 1988 ; Merrien et Landé
2008). Toutefois, lorsque la somme de température dépasse 500 degrés-jour (en base 5), le
risque d’élongation de I’épicotyle s’accroit, pouvant conduire a une augmentation de la
sensibilité de la culture au gel hivernal (Topinka et al. 1991). Le niveau d’azote minéral dans
le sol, la densité de semis et le choix variétal influent également sur le risque d’élongation
automnale.

La phase de croissance automnale doit également permettre de parvenir a une accumulation
de réserves suffisante dans les parties racinaires. En effet, celles-ci permettent de garantir un
redémarrage rapide de la culture en sortie d’hiver (Dejoux et al. 2003). Merrien et Landé
(2008) considérent ainsi qu’un pivot dont le diamétre est supérieur & § mm constitue un
criteére satisfaisant en entrée d’hiver et permet de maximiser la résistance au froid.

La date de semis optimale de la culture repose donc sur un compromis entre la possibilité
d’accumuler une somme de température élevée pour initier un maximum de feuilles sans

toutefois risquer une élongation automnale (Merrien et Landé 2008 ; Dejoux et al. 2003).
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Dans la moitié nord de la France, cela correspond & une date comprise entre la fin du mois
d’aott et le début du mois de septembre. Toutefois, les conditions séches qui peuvent retarder
la levée de la culture constituent bien souvent un handicap majeur pour parvenir a I’obtention

d’un peuplement dont la croissance et le développement sont satisfaisants (Dejoux et al.
2003).

Eté Automne Printemps

Semis Levée
R o
D1 D2

m

A B1 B4 C1 C2

Peuplement
Nombre de fleurs

Nombre de siliques

Initiation foliaire

Nombre de graines

)

Poids de la graine
Rencontres Techniques Régionales du CETIOM 2008-2009 (quantité et qualité)

Initiation florale

Figure 3 : Elaboration des composantes du rendement du colza (Terres Inovia). Les stades repéres sont

présentés en Annexe 1

2.2.2 Flux d'azote au cours du cycle cultural

Les besoins azotés du colza sont particulierement importants au printemps, sept kg d’azote
sont ainsi nécessaires par quintal de grain produit (Reau et al. 1997). Au niveau national,
I’utilisation de fertilisants azotés minéraux est I'une des plus élevées parmi celle des grandes
cultures. En moyenne, en I’absence d’apport organique, 169 kgN.ha™ étaient apportés sous
forme minérale en 2011 (AGRESTE 2014).

Les quantités d’azote absorbé par le colza continuent de croitre jusqu’a une période qui
differe, suivant les études, entre les stades G1 (Rossato et al. 2003), G4 (Merrien et al. 1988)
voire G5 (Merrien et al. 1997), aprés quoi I’absorption d’azote exogéne cesse (Rossato et al.
2003 ; Merrien et al. 1988). Toutefois, des études récentes ont mis en évidence une absorption
d’azote postérieure a ces stades (Champolivier com. pers). On peut ainsi considérer qu’a la fin
de la floraison (correspondant a un stade compris entre G4 et G5), la quantité d'azote contenu
dans le colza (plante entiére) est maximale. Le remplissage en azote des siliques et des grains
fait ensuite intervenir des phénomeénes de remobilisation a partir des feuilles, des tiges et du

pivot vers les grains.
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La chute de feuilles sénescentes, aprés 600 a 650 degrés-jour en base 0 depuis leur apparition,
ou gelées (Dejoux 1999), constitue une des particularités de la culture et peut conduire a des
pertes importantes du fait de leur teneur en azote élevée (Dejoux et al. 2000 ; Rossato et al.
2003 ; Merrien et al. 1988). Suivant la date a laquelle ces feuilles sont perdues (depuis
I’automne jusqu’a la fin de la floraison), les conditions de milieu et I’état de la culture, ’azote
qu’elles contiennent peut ainsi étre remobilisé et ré-absorbé par la culture (jusqu’a 28% a la
floraison du colza), perdu par lessivage, ou bien sous forme gazeuse (jusqu'a 40% des
quantités d'N initiales) (Dejoux et al. 2000).

Des précisions sur le mode de calcul de la dose d'azote a appliquer sont fournies dans

I'Annexe 2.

2.2.3 Gestion des bioagresseurs

Les pratiques de désherbage sur le colza reposent trés majoritairement sur une gestion des
adventices au cours de I’automne, via une application de produits de post-semis pré-levée a
large spectre anti-dicotylédone (89% des cas en France en 2012, CETIOM 2012). Ces
applications sont également fréquemment complétées par des applications en post-levée
foliaire ou racinaire. La simplification des systéemes de culture, notamment via une
augmentation de la part des cultures d’hiver et du colza (Schott et al. 2010), a conduit
également a une spécialisation de la flore adventice sélectionnée. Parmi les especes qui sont le
plus couramment citées par les agriculteurs comme posant probleme (CETIOM 2012) et qui
se retrouvent le plus fréquemment dans les releves floristiques effectués sur les parcelles de
colza (Fried et Reboud 2007), Geranium dissectum, Galium aparine ou encore Capsella
bursa-pastoris, Papaver rhoeas et Sinapis Arvensis sont les espéces dicotylédones les plus
emblématiques et les plus difficiles a contréler. En effet, depuis quelques années, le retrait de
certaines molécules (Sausse et al. 2012) et I’apparition de résistances de certaines graminées
(et de quelques dicotylédones) rend de plus en plus difficile la lutte chimique contre les
adventices sur le colza (Terres Inovia 2015). Or, le désherbage mécanique demeure une
alternative marginale (3% des surfaces en 2012, CETIOM 2012), principalement utilisée
lorsque le colza est semé en rangs espacés.

La gestion des insectes est également une problématique prégnante pour la culture du colza.
Parmi les grandes cultures, le colza est le plus gros consommateur d’insecticides (AGRESTE
2013). Ainsi, respectivement 83 et 95% des parcelles recoivent au moins un insecticide en

automne et au printemps. Les principaux insectes visés sont le charangon du bourgeon

22



Synthése bibliographique

terminal et les petites et grosses altises en automne et le charancon de la tige, les méligethes et
le charancon des siliques au printemps (CETIOM 2012).

2.3 Associer du colza d'hiver a des légumineuses gélives

2.3.1 Aux origines des colzas associés

Face a ces problématiques, I’idée d’introduire des plantes de service dans le colza s’est
développée dans les années 2000. Les résultats initialement attendus étaient de plusieurs
natures. Tout d’abord, I’objectif principal était de réduire la consommation d’intrants,
notamment la quantité d’azote minéral et de produits phytosanitaires, herbicides et
insecticides (Lande et Sauzet 2011 ; Valantin-Morison et al. 2011 & 2012). L’introduction de
plantes de service a également été motivée par la volonté de stabiliser les rendements dans les
différents contextes pédoclimatiques dans lesquels la culture est implantée et de trouver un
juste compromis économique entre la réduction des intrants et le colt d’implantation de ces
plantes de service (Lande et Sauzet 2011).

Les premiers dispositifs expérimentaux mis en place (essais CETIOM a partir de 2009,
CASDAR PicoBlé 2009-2011) ont donc tout d’abord visé a tester la faisabilit¢ de ces
associations sur le plan technique (mode d’implantation), a effectuer un screening d’especes
potentiellement candidates (légumineuses et non légumineuses) et a mesurer les effets
observés dans différents contextes climatiques. Ces premiers essais ont notamment permis de
faire émerger les légumineuses gelives comme étant des especes candidates a privilégier dans
le cadre d’associations colza-plante de service (Valantin-Morison et al. 2011 & 2012 ; Landé
et Sauzet 2011). En effet, le caractere gélif permet notamment de limiter la concurrence
exercée par la plante de service au cours du printemps (Landé et Sauzet 2011) lors des
principales phases d’établissement des composantes du rendement de la culture de vente. Le
fait de choisir des légumineuses, capables de fixer 1’azote atmosphérique et dont les résidus
sont riches en azote, permet également de limiter la compétition exercée pour ce facteur de
croissance au cours de ’automne et de favoriser une restitution de ’azote contenu plus rapide
et plus importante au printemps.

Les dispositifs mis en place ensuite, notamment les essais « CLE » du CETIOM (2011-2014)
ainsi que les essais du CASDAR ALLIANCE (a partir de 2013), ont visé a comparer les
performances de plusieurs espéces de légumineuses, ou de mélanges de légumineuses, en
termes d’effets sur le dynamique de 1’azote, sur les adventices et sur les insectes automnaux

(Cadoux et al. 2015).
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2.3.2 Obijectifs et hypothéses sur le fonctionnement de ces associations

Plusieurs services écosystémiques sont escomptés, dont trois ont été plus particulierement
étudiés dans le cas des associations colza-légumineuses gélives. Le premier correspond a un
accroissement de la compétition exercée par le couvert colza + légumineuses vis-a-vis des
adventices pouvant conduire in fine a réduire 1’utilisation d’herbicides, notamment de pré-
levée (Landé et Sauzet 2011 ; Sauzet et Landé 2012). L’un des mécanismes susceptible
d’intervenir est un effet d’étouffement des adventices (Valantin-Morison et al. 2011).
Toutefois, jusqu’a présent les effets reportés sur les adventices différent fortement suivant les
essais et les pratiques techniques mises en ceuvre (densité de semis des légumineuses,
utilisation d’herbicides de post-levee, especes choisies), suivant le témoin utilisé pour les
mesurer (colza seul avec ou sans herbicide) mais également suivant la variable considéree :
taux de couverture du sol par les adventices, abondance, biomasse en entrée d’hiver. Du fait
de la difficulté & mesurer ces variables, peu de données étaient initialement disponibles pour
évaluer les performances obtenues de maniere rigoureuse.

Le second service particulierement étudi€ a trait au fonctionnement azoté de 1’association. En
effet, du fait de leur faculté a fixer 1’azote atmosphérique, les légumineuses sont supposées
accumuler cet azote sans concurrencer le colza a I’automne. Ensuite, apres leur destruction au
cours de I’hiver, cet azote fixé et/ou absorbé a I’automne est supposé, apres sa minéralisation,
bénéficier au colza et ainsi, in fine, permettre de réduire la quantité d’azote minéral a apporter
au printemps (Valantin-Morison et al. 2012 ; Landé et Sauzet 2011). Jusqu’a présent, la
faisabilit¢ d’une réduction forfaitaire de 30 kgN.ha™ sur le colza a été particulierement
¢tudi€e. Les différentes études menées s’accordent pour juger réaliste cet ordre de grandeur
d’économie en terme d’azote minéral (Cadoux et al. 2015 ; Valantin-Morison et al. 2012),
cependant les déterminants de cet accroissement de la disponibilité en azote sont encore mal
connus tant les interactions entre conditions du milieu, espéces de légumineuses, techniques et
mécanismes mis en jeu sont nombreuses.

Le troisiéme service étudié concerne la régulation des insectes automnaux. La présence de
Iégumineuses est en effet supposée induire un effet de perturbation sur ces bioagresseurs.
Ainsi, Cadoux et al. (2015) ont enregistré une réduction du pourcentage de plantes
buissonnantes (dommage caractéristique du charangon du bourgeon terminal) en présence de
légumineuses de service, notamment liée a ’augmentation de la biomasse totale du couvert.
Des effets des plantes de service sur la réduction du nombre de larves de grosses altises ont

également été mesurées (CA Poitou-Charentes 2012). Plusieurs hypothéses ont été émises sur
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les mécanismes mis en jeu (hauteur relative des légumineuses par rapport au colza par
exemple) mais d’autres essais doivent étre conduits pour préciser ces effets.

L’impact de I’introduction de légumineuses gélives en tant que plantes de service sur le
rendement du colza a également été mesuré, sans toutefois formuler d’hypothéses concrétes
sur ces effets. Ainsi, les essais conduits jusqu’a présent ont conclu a de faibles différences de
rendement entre les colzas seuls et les colzas associés (Cadoux et al. 2015). Toutefois,
I’analyse de Deffet des légumineuses gélives sur le rendement reste a affiner. Les
connaissances disponibles sur les services fournis par les légumineuses et leurs déterminants
(compétition vis-a-vis des adventices, économie potentielle d’azote minéral) sont encore
partielles. On peut donc considérer que les techniques mises en ceuvre sur les colzas associés

ne sont pas encore totalement optimisées.

2.3.3 Conduite technique des colzas associés : état des connaissances disponibles
Les essais de faisabilité des associations colza-légumineuses effectués ces dernieres années
ont permis de mettre en lumiére quelques points importants liés a la conduite technique de ces

associations.

(1) Modalité d’implantation
Il est couramment conseillé d’avancer la date de semis du colza et des légumineuses d’une
semaine environ par rapport a la date conseillée dans la région pour les colzas purs. En effet,
I’objectif est d’accumuler une somme de température suffisante pour garantir une croissance
et un développement satisfaisant pour les légumineuses, notamment afin d’accroitre leur
sensibilité au gel (Sauzet et Landé 2012 ; Terres Inovia 2015) sans toutefois risquer une
¢longation de 1’épicotyle du colza.
La densité de semis du colza demeure inchangée par rapport a une conduite classique, les
associations colza-légumineuses sont donc des associations additives. Le mode de calcul des
densités de semis des lIégumineuses varie suivant les expérimentateurs, en terme de kg/ha, de
plantes/ha ou en % par rapport a la référence pure, selon les cas (sans pour autant préciser les
PMG qui peuvent varier considérablement pour certaines especes telles que la féverole par
exemple). De plus, pour les mélanges commercialisés, les semenciers ne précisent pas
toujours la répartition, en terme de nombre de grains, de chacune des espéces qui les
composent. Une attention spéciale doit donc étre apportée sur ce critére lors de I’interprétation

des résultats de ces essais. Dans le cadre des projets CASDAR Picoblé et ALLIANCE, le
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protocole reposait sur une densité de semis des légumineuses correspondant a 75% de la
densité recommandée pour une culture pure de légumineuses.

Le mode de semis des associations est conditionné par le matériel disponible sur
I’exploitation. Plusieurs configurations sont donc possibles: semis du colza et des
Iégumineuses en plein sur le méme rang, colza et légumineuses en rangs intercalés, colza et

Iégumineuses a la volée, colza en rangs et légumineuses a la volée, etc.

(ii) Gestion du désherbage — programmes possibles sélectifs des légumineuses

La gestion du désherbage des adventices dicotylédones dans les parcelles de colza associé
constitue un point délicat. En effet, les solutions les plus efficaces contre ces especes sont des
herbicides a appliquer en post-semis pré-levée ou en post-levée précoces (donc avant de
pouvoir déterminer si les 1égumineuses produisent I’effet escompté sur les adventices). De
plus, les herbicides les plus couramment employés ne sont pour la plupart pas sélectifs des
légumineuses.

Dans le cas ou un désherbage anti-dicotylédones est nécessaire, des applications d’herbicides
de post-levée précoces (de type Novall, BASF AGRO) peuvent néanmoins étre effectuées a
demi-dose sans compromettre le développement des légumineuses. Les graminées se gérent
quant a elles de la méme maniére qu’en colza seul, indépendamment de la présence de

Iégumineuses (Terres Inovia 2015).

2.3.4 Point sur les especes de légumineuses candidates
Les différents dispositifs expérimentaux mis en place ces derniéres années ont permis de faire
un premier tri parmi les espeéces de légumineuses candidates. Aujourd’hui, seules quelques
especes sont utilisées et commercialisées pour cet usage spécifique (souvent sous forme de
mélanges) : le fenugrec, la lentille fourragere, la gesse fourragére, le tréfle d’Alexandrie et la
vesce commune de printemps (ou pourpre). D’autres especes, majoritairement destinées a
d’autres usages, sont également utilisées a cette fin, c’est le cas notamment de la féverole de
printemps, et du pois (fourrager ou protéagineux de printemps).
La sélection de variétés uniqguement destinées a cet usage (notamment parmi les vesces et les
tréfles d’Alexandrie) a également permis de disposer de variétés plus adaptées, notamment du
point de vue de la sensibilité au gel et de la vitesse de croissance. La variabilité intra-
spécifique du matériel génétique disponible doit ainsi étre prise en compte lors du choix des

Iégumineuses a introduire.
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D’un point de vue général, le choix de I’espéce (et de la variété) ou du mélange d’espéces le
plus approprié¢ se heurte cependant a la difficulté d’appréhender la variabilité¢ des réponses, du
fait des interactions entre les conditions de milieu, la légumineuse choisie et les services
écosystémiques recherchés. Ainsi, I’amélioration de la compréhension des mécanismes mis en
jeu et I'identification de leurs déterminants est nécessaire afin de sélectionner I’espéce

adéquate et la conduite technique a appliquer.

2.4 Conclusion partielle

L'idée d'introduire des légumineuses gélives s'est rapidement répandue au cours des derniéres
années. Compte-tenu de la difficulté a améliorer les performances agronomiques du colza
(pression elevée des bioagresseurs, recours important a la fertilisation minérale), ces
légumineuses offraient en effet des potentialités intéressantes pour limiter le recours aux
intrants.

Toutefois, au moment de debuter cette thése, le manque de connaissances scientifiques
disponibles tant sur le plan de la quantification des performances que de la comprehension
fine des meécanismes de fonctionnement et des déterminants qui les gouvernent rendait
difficile la diffusion de cette innovation a une échelle large. De plus, dans l'optique d'établir
des préconisations pour les agriculteurs, notamment sur le choix de I’espéce (et de la variété)
ou du mélange d’espeéces le plus approprié a un contexte donné, les interactions entre les
conditions de milieu (pédoclimat et pratiques techniques), la légumineuse choisie et les
services écosystémiques recherchés doivent étre prealablement explicitées. Or, du fait de la
complexité et de la multiplicité des services et des mécanismes en jeu, la compréhension de
ces interactions est trés délicate.

L'enjeu est donc d'identifier des déterminants génériques de ces mécanismes et des services
écosystémiques qui en découlent, afin a la fois d'en améliorer notre compréhension et de
pouvoir comparer efficacement les potentiels offerts par chacune des espéces candidates pour
délivrer les services escomptés, tout en embrassant une gamme de conditions de milieu la plus

large possible.
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3. Mobiliser des concepts de I'écologie fonctionnelle

3.1 Différentes approches pour étudier les couverts plurispécifiques

La recherche sur les cultures plurispécifiques et en particulier sur les associations entre une
culture de vente et une plante de service, se heurte a plusieurs difficultés. En effet, les
mécanismes mis en jeu sont bien souvent nombreux et complexes (Malézieux et al. 2009), a
fortiori lorsqu’on s’intéresse a une diversité de services écosystémiques potentiels. De plus, la
productivité et le développement des especes qui composent le couvert sont fortement
dépendants des conditions de milieu (Vandermeer 1989). Ainsi, I’expérimentation factorielle,
telle qu’elle est couramment pratiquée en agronomie pour étudier les associations entre
plantes de service et culture de vente (Carof 2006 ; den Hollander et al. 2007b ; Amossé
2013), ne permet bien souvent pas de comprendre 1’intégralité des interactions entre espéces,
conditions de milieu et pratiques (Malézieux et al. 2009). En effet, cette approche qualifiée
« d’autoécologie » (Figure 4) ou I’objectif est de comprendre les exigences d'une espéce
donnée vis-a-vis des facteurs biotiques et/ou abiotiques en mesurant un grand nombre de
variables n’a qu’un pouvoir de généricité limitée (Garnier et Navas 2013 ; Keddy 1992).
Malézieux et al. (2009) proposent donc de recourir a des champs disciplinaires et des
concepts nouveaux pour gérer cette complexité, que ce soit par I'intermédiaire de la
modélisation (mais les connaissances sur les espéces candidates et les processus sont faibles
dans le cas des associations colza-légumineuses) ou bien encore des concepts de 1’écologie.
L’écologie fonctionnelle comparative constitue une approche dont I'un des objectifs est de
comprendre comment et pourquoi les espéces étudiées different suivant les environnements et
comment elles interagissent (Garnier et Navas 2012). Cette approche, utilisée principalement
dans les milieux tres peu anthropisés (de Bello et al. 2010) a trouvé un écho de plus en plus
important ces derniéres années en agronomie, que ce soit pour traiter des prairies
multispécifiques (Cruz et al. 2002 ; Duru et al. 2010), des adventices (Gardarin et al. 2010 ;
Doisy et al. 2014), des couverts végétaux implantés durant I’interculture (Wilke and Snapp
2008 ; Tribouillois 2014) ou bien des plantes de service (Tixier et al. 2011 ; Damour et al.
2014 ; Tardy et al. 2015).
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Figure 4 : Représentation de la matrice espéces X traits permettant de comparer les approches

d'autoécologie et d'écologie comparative (Garnier et Navas 2013, d'aprés Keddy 1992)

3.2 Intérét de mobiliser une démarche fonctionnelle

3.2.1 Ecologie fonctionnelle : definitions et concepts

Au contraire de [’autoécologie, cette démarche repose sur I’identification de quelques
caractéristiques seulement (i.e. des traits fonctionnels), mesurées au niveau de 1’individu et
sur un grand nombre d’espéces, qui sont explicatifs des fonctions étudiées (Garnier et Navas
2013 ; Lavorel et al. 2007 ; Keddy 1992).

Ainsi, le manque de précision lié a la simplification des mécanismes est contrebalancé par le
plus grand nombre d’espéces pour lesquelles ces traits sont mesurés (Duarte et al. 1995).
Cette opposition entre, d’une part, la compréhension fine des mécanismes dans une gamme de
conditions de milieu restreinte pour une espéces donnée, et d’autre part, une compréhension
plus fruste mais dans une plus large gamme de conditions de milieu et pour un plus grand
nombre d'espéces, constitue ainsi une différence fondamentale entre les approches
d’autoécologie et d’écologie comparative (Duarte et al. 1995 ; Garnier et Navas 2013).

L’enjeu constitue donc a trouver un équilibre entre ces deux approches.
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Un trait fonctionnel est défini comme une caractéristique morphologique, physiologique
ou phénologique qui impacte la fitness (i.e. valeur sélective) indirectement via ses effets
sur la croissance, la reproduction ou la survie (Violle et al. 2007). Une caractéristique
importante & prendre en considération est le fait que ces traits fonctionnels sont définis
indépendamment du milieu dans lequel ils sont mesurés (Violle et al. 2007 ; Garnier et Navas
2013) et a partir de protocoles standardisés (Cornelissen et al. 2003). En revanche, la valeur
(ou la modalité) prise par un individu pour un trait, ’attribut (Lavorel et al. 1997), peut varier
d’un milieu a un autre (Garnier et Navas 2013). Toutefois, pour un trait donné, le classement
des espéces ne varie peu ou pas d’un milieu a un autre, ce qui constitue une caractéristique
particulierement intéressante liée a ’utilisation de ce concept (Lavorel et al. 2007).

Un autre itérét d’utiliser ces traits fonctionnels est de pouvoir les relier directement et
simplement a une ou plusieurs fonctions (Violle et al. 2007 ; Lavorel et al. 2007) afin de
pouvoir constituer des groupes fonctionnels d’espéces (Lavorel et al. 2007), homogenes
notamment du point du vue de la stratégie d’acquisition des ressources et identifiables suivant
quelques axes de variation ou dimensions (Garnier et Navas 2013 ; Westoby et al. 2002 ;
Westoby 1998 ; Diaz et al. 2004 ; Grime 1974). Lavorel et Garnier (2002) distinguent ainsi la
notion de « soft » traits (faciles a mesurer mais non explicitement reliés a un mécanisme
fonctionnel), de celle des «hard» traits (plus difficiles a mesurer mais dont le réle
fonctionnel est direct).

Selon Garnier et Navas (2012), I’approche basée sur le concept de trait fonctionnel permet
d’améliorer la compréhension des interactions (biotiques ou non) entre les organismes et leur
environnement et des processus étudiés a des niveaux d’organisation supéricurs, notamment
le fonctionnement des écosystemes ou la fourniture de services écosystémiques,
particulierement quand ils sont multiples (Storkey et al. 2015). En effet, ces derniers, bien que
tres dépendants des facteurs abiotiques, sont également modulés par la diversité fonctionnelle
des communautés, c’est a dire, la valeur, la gamme et 1’abondance relative des traits
fonctionnels dans 1’écosystéme considéré (Diaz et al. 2007).

L’établissement de groupes fonctionnels d’especes suggere également que ces dernieres
présentent des réponses communes a des conditions de milieu données mais également des
effets communs sur I’écosysteme (Lavorel et Garnier 2002). Ainsi, les traits impliqués dans
ces deux cas de figure sont qualifiés respectivement de traits de réponse et de traits d’effets
(Lavorel et Garnier 2002 ; Violle et al. 2007). Toutefois, la distinction entre ces deux
catégories est parfois délicate car de nombreux traits ont a la fois des fonctions de réponse et

d’effets (Wilke and Snapp 2008). Cette notion de réponse des groupes fonctionnels a des
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conditions de milieu données constitue une caractéristique intéressante en agronomie. En
effet, les gradients de condition de milieu (Garnier et Navas 2013), et les interactions entre
ces gradients et les communautés végétales, constituent une problématique majeure pour
aboutir a plus de généricité. Dans le cas des systemes agricoles, et en particulier pour les
grandes cultures, I’action de I’homme sur 1’agroécosysteme, via les techniques mises en
ceuvres sur la parcelle, revient en fait a la modification des gradients de facteurs de milieu
(Garnier et Navas 2013) et aboutit ainsi a ’application de différents filtres environnementaux
successifs (Lavorel et Garnier 2002 ; Garnier et Navas 2012). La compréhension de la
réponse des communautés a ces différents filtres (établissement de groupes fonctionnels de
réponse, Cruz et al. 2002) pourrait ainsi permettre d’améliorer la compréhension de la
structure des peuplements vegétaux en réponse aux conditions de milieu (a fortiori dans le cas
des cultures plurispécifiques). Au contraire, I’identification des effets des communautés
d’espéces sur les propriétés de 1’agroécosystéme (établissement de groupes fonctionnels
d’effet, Cruz et al. 2002) est quant a elle fondamentale dans I’optique de comprendre les
déterminants de la fourniture de services écosystémiques (Lavorel et Grigulis 2012 ; de Bello
et al. 2010).

3.2.2 Quels apports de I'écologie fonctionnelle pour I'agronome ?

Cette démarche, qui a été largement utilisée dans des milieux naturels ou semi-naturels a
également été mobilisée pour étudier des systemes a vocation agricole, plus anthropisés, tels
que les prairies par exemple (Cruz et al. 2002 ; Duru et al. 2010 & 2015). Les objectifs
assignés a ’utilisation de cette démarche sont multiples : compréhension des déterminants de
la résistance au stress hydrique (Volaire 2008), au péaturage (Diaz et al. 2001) ou bien
comprehension de la réponse a des gradients de fertilité (Cruz et al. 2002). La caractérisation
de la diversité fonctionnelle et des pratiques mises en oeuvre permet finalement de proposer
des pistes de réflexion pour améliorer la gestion de ces milieux suivant les usages attendus
(Ansquer et al. 2004 ; Cruz et al. 2002). Plus récemment, cette approche fonctionnelle a
¢galement été utilisée pour comprendre les déterminants de 1’obtention de services
écosystémiques (notamment leurs effets sur le recyclage de 1’azote) et batir des regles
d’assemblage d’especes dans le cas de couverts végétaux (Tribouillois et al. 2015a & 2015b ;
Wilke et Snapp 2008 ; Storkey et al. 2015).

Lorsqu’on s’intéresse aux plantes de service, I’utilisation d’une approche fonctionnelle ou
d’une démarche analogue est également un moyen d’aider a la sélection d’espéces candidates

suivant des caractéristiques fonctionnelles a priori intéressantes pour les services escomptés
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(Damour et al. 2014 ; den Hollander et al. 2007a ; Tardy et al. 2015). La caractérisation
fonctionnelle des espéces cultivées en pur peut ainsi étre un point de départ pour modéliser le
fonctionnement de couverts plurispécifiques (Tixier et al. 2011 ; Storkey et al. 2015 ;
Tribouillois et al. 2015b).

Enfin, la description de la structure fonctionnelle de communautés, c'est a dire la distribution
des traits au sein d'une communauté (Garnier et Navas 2013), en mesurant préalablement sa
diversité fonctionnelle (Diaz et al. 2007), permet de passer de l'utilisation des traits a I'échelle
de la plante a celle de la communauté, ce qui est particulierement intéressant pour étudier des

peuplements plurispécifiques.

3.2.3 Quels traits peuvent étre mobilisés?

Plusieurs questionnements, particuliecrement prégnants quand on s’intéresse aux couverts
plurispécifiques et a l'utilisation de plantes de service, peuvent étre traités en adoptant une
approche fonctionnelle. L’identification des traits d’effet des plantes de service candidates,
qui déterminent leur capacité a rendre les services agronomiques et écosystémiques (lutte
contre les bioagresseurs, fourniture d’azote organique, etc), pourrait ainsi permettre de
comprendre les performances enregistrées et d’aider a choisir 1’espece (ou le groupe
fonctionnel) la plus intéressante pour les objectifs considérés. L’identification des traits de
réponse des plantes de service a des conditions de milieu données serait également tres
intéressante dans I’optique de raisonner le choix de I’espéce en fonction de 1’environnement.
Par exemple, la connaissance de la réponse des Iégumineuses au gradient de disponibilité en
azote parait fondamentale dans le cas de couverts plurispécifiques légumineuses-non
Iégumineuses cultivés en parcelles agricoles (car le niveau de disponibilité en azote
conditionne le fonctionnement de la légumineuse et constitue un levier technique facilement
mobilisable par ’agriculteur).

Ainsi, les traits permettant de comprendre les différences de stratégie d'acquisition et
d’utilisation des ressources (notamment 1’azote et la lumiére) par les espéces sont a priori trés
intéressants, car reliés a la notion de compétitivité. Ces traits ont été largement étudiés en
écologie et ont permis de décrire ces stratégies en positionnant les especes étudiées suivant
plusieurs dimensions, ou axes de spécialisation, traduisant des stratégies fonctionnelles
différentes (Garnier et Navas 2012 ; Westoby 1998 ; Grime 1979 ; Pierce et al. 2013 ; Wright
et al. 2004). Parmi eux, certains traits foliaires sont particulierement explicatifs : la surface

foliaire spécifique (SLA), le contenu en matiére seche (LDMC), le contenu en azote (LNC) ou
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la surface d’une feuille (LA). Des traits mesurés a I’échelle de la plante entiere sont également
intéressants, notamment la hauteur (Westoby et al. 2002 ; Cornelissen et al. 2003).

L’une des limites de I’utilisation in extenso de cette démarche en agronomie, a fortiori
lorsqu’on s’intéresse aux grandes cultures, réside dans le fait que les combinaisons de traits
qui permettent de comprendre les stratégies d’acquisition des ressources en écologie ne sont
pas toujours suffisantes lorsqu’on s’intéresse aux especes issues de sélection, notamment
lorsqu’on veut les classer suivant les services qu’elles sont susceptibles de rendre
(Tribouillois et al. 2015a ; Tardy et al. 2015). De plus, dans les milieux trés anthropisés tels
que les parcelles agricoles sur lesquelles des cultures annuelles sont cultivées, les facteurs
environnementaux peuvent faire varier ces classements et doivent donc étre pris en compte
(Tribouillois et al. 2015b). Ainsi, d’apres Cruz et al. (2002), I’approche fonctionnelle est utile
dans ces cas d’étude mais nécessite de considérer a la fois des traits ayant une signification
fonctionnelle mais aussi agronomique, en considérant les pratiques techniques comme des

filtres environnementaux et les valeurs d’usage agricoles.

3.3 Conclusion partielle

L'apport des concepts de I'écologie fonctionnelle pourrait ainsi étre utile pour appréhender
certaines problématiques inhérentes a notre objet d'étude. En effet, I'identification de traits
fonctionnels des légumineuses candidates, qui déterminent leurs performances de maniere
générique, permettrait d'améliorer notre prise en compte de la variabilité des conditions de
milieu et de leur interaction avec les mécanismes mis en jeu, notamment en mobilisant les
concepts de réponse et d'effet. De plus, l'utilisation de ces traits fonctionnels pourrait
également faciliter le choix de la légumineuse la plus appropriée pour un milieu donné et un
ou des services ecosystemiques recherchés.

Toutefois, il est probablement nécessaire de trouver un juste compromis entre la nécessité de
comprendre finement les processus et les mécanismes qui déterminent l'obtention des services
écosystémiques et celle d'identifier des traits fonctionnels explicatifs simples et génériques
permettant de généraliser nos conclusions a une gamme plus diversifiée de conditions de

milieu.
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PROBLEMATIQUE ET DEMARCHE ADOPTEE
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1. Problématique et questions de recherche

Face a la nécessité de repenser les systemes de culture afin de répondre aux objectifs de
réduction de I'utilisation des intrants chimiques tout en assurant une productivité élevée,
I’amélioration des performances de la culture de colza, particulierement consommatrice
d’intrants de synthese, est un enjeu majeur. L’idée d’associer des légumineuses gélives est
une des voies permettant de répondre potentiellement a ces objectifs ambitieux. Les
expériences passées ont ainsi permis de mettre en avant des résultats prometteurs quant a la
possibilité de réduire 1'utilisation des intrants sans obérer la productivité de la culture.
Cependant, au moment de débuter ce travail, peu de références scientifiques sont disponibles
quant aux performances obtenues et aux mécanismes de compétition interspécifiques qui
interviennent.

L’objectif de ce travail est donc de comprendre le fonctionnement des associations colza-
légumineuses gélives et d'identifier des caractéristiques des plantes de service
explicatives des mécanismes de compétition/facilitation qui s'exercent et des services
écosystémiques rendus. Le préalable consiste a évaluer le potentiel de ces plantes de
services a fournir ces services. Dans le cadre de cette thése, nous nous proposons d’en

étudier deux en particulier (Figure 5).
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Figure 5 : Schéma de fonctionnement des associations colzas-légumineuses

Le premier concerne la régulation des adventices. On suppose en effet que I’introduction de

légumineuses gélives en tant que plante de service permet d’accroitre la compétition exercée
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vis-a-vis des adventices via différents mécanismes. Cela nous amene a poser la premiere

guestion de recherche (QR1) :

o QRL1: Quelles sont les conséquences de I’introduction de légumineuses gélives sur
le niveau d’infestation en adventices et les performances du colza ? Comment
s’exerce la compétition entre culture de vente, plante de service et adventices en

automne ?

Hypothese 1 : La présence d’une légumineuse gélive en tant que plante de service permet de
réduire significativement le niveau d’infestation en adventices sans toutefois altérer les
performances de la culture de vente. Le choix de I’espéce de légumineuse conditionne

I’efficience de réduction de la quantité d’adventices.

Hypothése 2 : La compétition entre les espéces composant le couvert colza-légumineuse-
adventice s’exerce simultanément via différents mécanismes. Le début du cycle automnal
constitue en particulier une période décisive permettant de comprendre les performances

obtenues in fine.

Hypothése 3: Le niveau d’azote minéral disponible au moment du semis constitue une
condition de milieu fondamentale pour comprendre les relations de compétition entre espéces

en automne.

Le second service écosystémique étudié dans le cadre de ce travail concerne I’effet des
plantes de service sur le fonctionnement azoté de I’association. En effet, apres leur
destruction au cours de I’hiver, la minéralisation des résidus de ces légumineuses, riches en
azote et laissés a la surface du sol sous forme de mulch, est susceptible de modifier la
disponibilité en azote minéral et pourrait potentiellement bénéficier au colza, ce dernier ayant
de forts besoins azotés au printemps. De plus, d’autres effets de facilitation (complémentarité
des systémes racinaires entre le colza et la légumineuse, amélioration de I’exploration
racinaire du colza, effet du mulch sur la température et ’humidité du sol) ayant des
conséquences sur la nutrition azotée de la culture de vente ont également été mis en évidence

dans le cadre d’associations avec des légumineuses et/ou de la présence de mulchs a la
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surface du sol. Ces mécanismes nous ameénent a poser la seconde question de
recherche (QR2) :

o QR 2: Y-a-t-il un effet bénéfique de la présence des résidus de Iégumineuses sur

la nutrition azotée du colza au printemps ?

Hypothese 4 : En situation d’association, le colza absorbe plus d’azote qu’en culture pure.

Hypothese 5: La minéralisation des résidus de légumineuses au printemps constitue une

source d’azote accessible au colza au cours du printemps.

Hypothése 6 : D’autres mécanismes de facilitation, tels que la complémentarité des systemes
racinaires ou I’amélioration de I’efficience d’utilisation de 1’azote, s’exercant pendant ou
aprés la phase de croissance simultanée, sont susceptibles d’intervenir et d’accroitre la

quantité d’azote absorbée par le colza a la fin de la floraison.

La compréhension du fonctionnement du couvert ainsi que des mécanismes mis en jeu dans
I’obtention des services permettra de mettre en avant certaines espeéces ou mélanges d’especes
plus ou moins intéressants, suivant les conditions de milieu et les services considérés.
L’adoption d’une démarche fonctionnelle, et son adaptation a un cas d’¢étude
« agronomique », est supposée permettre de comprendre les mécanismes et les performances
obtenues en identifiant des traits fonctionnels des légumineuses, explicatifs et plus
génériques, permettant d’extrapoler ces conclusions a d’autres conditions de milieu et a de
nouvelles espéces de plantes de service candidates. Cela nous amene ainsi a poser la

troisieme question de recherche (QR3) :
o QR 3: Existe-t-il des traits des légumineuses permettant de comprendre les
performances obtenues et les mécanismes impliqués dans des conditions de

milieu variées ?

Hypothese 7: Certains traits d’effet des légumineuses permettent de comprendre les

mécanismes mis en jeu et les services écosystémiques rendus.
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Hypothese 8: La disponibilité initiale en azote constitue un filtre environnemental
déterminant. L’identification des traits de réponses des légumineuses a ce filtre permet d’aider

au choix des espéces les plus adaptées suivant les caractéristiques du milieu.

Hypothese 9 : L’établissement de profils fonctionnels, propres a chaque espéce candidate,
concourt finalement a aider au choix de I’espece et de la conduite technique a appliquer pour

un milieu et des objectifs donnés.

2. Présentation générale du dispositif expérimental mis en place

Afin de faciliter la compréhension générale du dispositif mis en place a Grignon, nous
présentons dans cette partie, de maniere synthétique, la démarche expérimentale mise en
place, en cohérence avec les questions de recherche et les hypothéses formulées
précédemment. Le détail du protocole et des mesures effectuées est donné dans les chapitres

correspondants.

2.1 Démarche expérimentale

2.1.1 Objectifs
L’objet des deux premieres questions de recherche est de mesurer et de comprendre les effets
des Iégumineuses gélives sur les performances de la culture de vente du point de vue de la
gestion des adventices et du fonctionnement azoté de I’association. Pour cela, nous nous
sommes appuyés sur un dispositif expérimental analytique mettant en ceuvre différentes
especes de légumineuses en association avec du colza et un protocole de mesures permettant
(i) d'évaluer le potentiel des lIégumineuses pour fournir les services écosystémiques étudiés et
(ii) de mesurer les processus et les mécanismes de compétition pour lesquels nous avons émis
des hypothéses. L’autre objectif assigné a ce dispositif est de permettre I’identification des
traits fonctionnels des Iégumineuses permettant de comprendre la réponse du couvert a un
gradient de conditions de milieu (en faisant I'nypothese que la disponibilité initiale en azote
est particulierement importante de ce point de vue) et son effet sur la fourniture des services
escomptés. Pour cela, une gamme diversifiée d’especes candidates, en termes de

caractéristiques supposees explicatives a été mobilisée.
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Le dispositif expérimental mis en place dans le cadre de cette these sur le domaine INRA de
Grignon vise ainsi a répondre simultanément aux trois questions de recherche exposées
précédemment. Pour cela, le méme dispositif a été dupliqué en deux sous-parties, identiques
du point de vue des facteurs et modalités étudiés, et adapté a I’étude des deux services
écosystémiques recherchés.

La premiere partie (« partie adventices ») vise a comprendre les mécanismes de compétition
qui s’exercent entres les especes pendant la phase de croissance simultanée et a mesurer les
performances obtenues en terme de régulation des adventices. Sur cette partie, afin de
maximiser la compétition exercée par les adventices, et d’avoir une population homogene sur
la totalité de I’essai, un cocktail de huit especes d’adventices a été semé. Aucun herbicide n’a
été appliqué sur ce dispositif.

Le seconde partie (« partie azote ») a pour objectif de quantifier le bénéfice lié a la présence
de légumineuses en tant que mulch vivant (living mulch), puis mort (dead mulch), sur la
nutrition azotée du colza. Sur cette partie, contrairement a la précédente, aucune adventice n’a
été semée et les adventices « spontanées » ont été detruites. Les mesures principales ont été
effectuées en entrée et en sortie d’hiver, ainsi qu’a la fin de la floraison et ont eu pour objectif
de quantifier, a ces stades-clés, les quantités d’azote contenues dans chacun des
compartiments (plante et sol).

Enfin, au cours de la deuxiéme année d’expérimentation, des parcelles ¢lémentaires de
Iégumineuses cultivées en pur ont également été mises en place afin de mesurer des traits
fonctionnels foliaires suivant les protocoles normalisés (Cornelissen et al. 2013) dans des
conditions de milieu non limitantes.

Le plan du dispositif expérimental utilisé est donné en Annexe 3.

2.1.2 Organisation générale

Deux facteurs ont été étudiés sur les deux dispositifs expérimentaux :

- Le facteur légumineuse associée (« LLM treatment ») comporte 10 modalités de colza
associé a une ou plusieurs espéces de légumineuse et un témoin correspondant a un colza seul.
- Le facteur azote disponible au semis (« soil mineral nitrogen content », SMNC) comporte
deux modalités : une premiere sur laquelle aucun apport d’azote minéral est effectué au
moment du semis, elle correspond a une situation de faible disponibilité initiale en azote
("low SMNC"). Le niveau d’azote minéral disponible correspond donc au reliquat d’azote
minéral sur la parcelle. Les précédents culturaux (céréales a paille) et la conduite technique

appliquée sur la culture précédente ont été choisis de fagon a minimiser ce niveau d’azote
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disponible au moment du semis du colza. L’autre modalité correspond a une situation de forte
disponibilité en azote («high SMNC »). Sur cette partie, 100 kg N.ha’ (sous forme
d'ammonitrate) ont été apportés afin de simuler de forts reliquats azotés. Ces situations sont
notamment rencontrées en cas d’épandages d’effluents d’¢levage (30% de parcelles de colza
ont regu un apport organique en 2011, AGRESTE 2014) ou de précédents culturaux dont les
résidus de culture sont riches en azote (légumineuses notamment), cependant les quantités
d’azote minéral immédiatement disponibles au moment du semis du colza dans ces situations
sont probablement souvent inférieures a cette valeur.

Chaque modalité a été répétée trois fois. Les parcelles élémentaires ont été organisées en split
plot, randomisées pour le facteur «légumineuse associée ». Pour les deux années
d’expérimentation, le dispositif comprenait donc deux fois 66 micro-parcelles (parties
« adventices » et « azote »). Chaque parcelle comporte deux trains de semis correspondant a
deux largeurs de semoir (2 x 1.75m) sur une longueur de 12 metres. Les deux parcelles
choisies pour les deux années d’expérimentation, contigiies, présentent des caractéristiques

pédologiques voisines.

2.1.3 Choix des légumineuses implantees
Les projets passés et en cours concernant les associations de légumineuses de service et de
colza (Valantin-Morison et al. 2011 & 2012 ; Landé et Sauzet 2011 ; Cadoux et al. 2015) ont
permis de déterminer les premieres clés de choix des especes a associer. La gélivité est ainsi
apparue comme un critére trés important a considérer dans l’optique de maximiser les
bénéfices. En effet, I’intérét de cette destruction précoce de la plante de service est lié au fait
que la phase de croissance simultanée de la légumineuse et du colza ne correspond pas aux
principales phases d’établissement des composantes du rendement de la culture de vente. De
plus la destruction des légumineuses au cours de I’hiver permettrait également a I’azote fixé
et/ou absorbé au cours de I'automne d’étre minéralisé au cours du printemps suivant et donc
de bénéficier au colza. Cependant, la gélivité des légumineuses est un caractere difficile a
appréhender tant les interactions entre especes, stades phénologiques et conditions
climatiques sont fortes (Brandsaeter et al. 2008). Nous nous sommes donc basés
principalement sur les connaissances expertes acquises au cours des projets précedents ainsi
que sur celles du semencier qui a fourni les semences de Iégumineuses (Caussades Semences)
pour sélectionner des especes a priori gélives dans des conditions climatiques moyennes de

Grignon.
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Dans I’objectif d’adopter une démarche fonctionnelle, le choix des especes candidates a
également été effectué en veillant a extrémiser la gamme d’attributs pour des caractéristiques
qui nous paraissaient a priori intéressantes (Figure 6) et donc en maximisant le nombre
d’especes, dans la limite des contraintes techniques et humaines (surface et personnel
disponibles pour I’expérimentation).
Nous avons finalement retenu sept especes candidates (Annexe 4) :

- le fenugrec Trigonella foenum-graecum, cv. Fenusol (Fenugreek)

- la féverole de printemps Vicia faba, cv. Espresso (Faba bean)

- la gesse Lathyrus Sativus, cv. Fertigess (Grass pea)

- la lentille fourragére Lens culinaris, cv. Fentille (Lentil)

- le pois fourrager de printemps Pisum sativum, cv. Rif (Field pea)

- le tréfle d’ Alexandrie Trifolium alexandrium, cv. Tigri (Berseem clover)

- la vesce commune de printemps Vicia sativa, cv. Marianna (Common vetch)
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Figure 6 : Classement qualitatif des espéces de légumineuses candidates suivant plusieurs caratérisitques
jugées intéressantes a priori (effectué a dires d'experts)

Au cours de la premiére année d’expérimentation, une variété de luzerne méditerranéenne
annuelle a également été testée (cv. Giulia). En raison de son manque de gélivité (malgré un

hiver 2012-2013 pourtant trés froid), cette espéce a finalement été abandonnée 1’année
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suivante. Les résultats obtenus en 2012-2013 ne sont donc pas inclus dans les analyses
présentées ci-apres.

Trois modalités de mélanges de légumineuses ont également été testées. En effet,
I’augmentation de la diversité est fréquemment mise en avant dans I’optique de maximiser les
bénéfices écosystémiques. Dans le cadre des couverts végétaux semés en interculture,
Tribouillois et al. (2015b) ont ainsi démontré que des mélanges bispécifiques de plantes de
service permettaient de satisfaire plusieurs services écosystémiques faisant pourtant appel a
des mécanismes parfois antagonistes, particulierement quand la disponibilité en azote est
faible. De plus, la maximisation de la diversité fonctionnelle ou de la divergence fonctionnelle
des traits permet également de maximiser les phénoménes de complémentarité de niche (Gaba
et al. 2014).

Le choix d’implanter des mélanges de 1égumineuses repose également sur la volonté de tester,
a priori, des assemblages de traits (choisis pour la diversité des attributs) afin d’en mesurer
les performances. En effet, I’établissement de regles d’agrégation de traits a I’échelle d’une
communauté d’especes afin d’en prédire les performances est de premi¢re importance dans
I’objectif de constituer des mélanges d’especes adaptés aux conditions de milieu et aux
services écosystémiques recherchés. Enfin, deux des mélanges d’especes testés correspondent
aussi a des modalités déja implantées dans des essais antérieurs ou présents (essais CASDAR
PicoBI¢é et Alliance, essais CLE CETIOM). C’est le cas des mélanges lentille-féverole et
lentille-gesse-fenugrec. Nous avons ensuite construit un troisieme mélange, vesce-féverole-
tréfle d’Alexandrie en choisissant des espeéces complémentaires du point de vue de leurs

caractéristiques architecturales (hauteur, port et systeme racinaire).

2.1.4 Semis d'adventices
Le choix des espéces d’adventices semées (partie adventices uniquement) repose sur les
observations réalisées dans le cadre du réseau « Biovigilance flore » sur des parcelles de
colza. Ainsi, les especes ont été choisies parmi les plus fréguemment observées dans ce réseau
(Fried et Reboud 2007). Le choix repose également sur la volonté de maximiser la diversité
fonctionnelle des adventices en choisissant des especes dont les caractéristiques
phénologiques et morphologiques sont variées. Du fait du manque de disponibilité pour
certaines d’entre elles, nous avons finalement retenu huit especes (fournies par la société
Arbiotech) : Geranium dissectum, Galium aparine, Papaver rheas, Capsella bursa pastoris,

Matricaria chamomilla, Alopecurus myosuroides, Sinapis arvensis et Veronica persica.
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L’objectif principal est de disposer d’une population homogeéne d’adventices sur tout le
dispositif, représentative de la communauté d’espéces que I’on peut couramment rencontrer
dans des parcelles de colza. Nous avons choisi de viser un objectif de 50 plantes levées par m?
au total. Cette densité était sensée garantir une compétition forte des adventices vis-a-vis du
colza et des légumineuses, sans toutefois que la compétition entre espéces d’adventices ne soit
trop importante. Les doses de semis calculées reposent sur les préconisations données par le
fournisseur qui tiennent compte d’un pourcentage de germination de 50% et d’un taux de
pertes de 50% di aux problémes de levée (fonte de semis, difficulté de maintenir une
profondeur de semis optimale) et de prédation. Ces doses de semis ont été ensuite réduites, au
prorata du nombre d’espéces semées (objectif de 50 plantules par m? au total). Ce mode de
calcul, qui repose sur des approximations importantes, n’a toutefois pas pu étre précisé par les
tests de germination préalables, du fait de la difficulté a faire germer la plupart des especes au
laboratoire.

Compte-tenu des abondances d’adventices semées, mesurées en entrée d’hiver 2012-2013
(voir chapitre 1), bien plus importantes que celles escomptées (y compris en tenant compte de
I’abondance des espéces spontanées), la dose de semis d’adventices a été réduite de moitié en
2013-2014. Toutefois, cette réduction n’a pas permis de réduire 1’abondance des espéces

d’adventices semées de maniére suffisante.

2.2 Itinéraire technique mis en oeuvre

2.2.1 Implantation de l'essai
Avant 1’établissement des essais, un labour ainsi qu’un passage de herse rotative ont été
effectués afin de préparer le lit de semences. Les semis du colza, des légumineuses et des
adventices (pour la partie adventices) ont été réalisés le 23 ao(t 2012 et 22 aolt 2013. Les
légumineuses ont tout d’abord été semées a la volée puis recouvertes par un passage d’outil
superficiel (herse alternative) sur une profondeur d'environ 5 cm. Les doses de semis des
Iégumineuses correspondent a 75% de la dose recommandée en pur par le semencier. Cette
densité de semis est la méme que celle préconisée et utilisée au cours des projets CASDAR
PicoBIé et ALLIANCE, afin notamment de maximiser la compétition exercée par le couvert

sur les adventices (Table 1).
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Table 1 : Correspondance entre la dose de semis recommandée et la densité de semis des légumineuses

Dose de semis recommandée Nombre de pieds
en pur (kg/ha) PMG semés par m?

fenugrec 35 13.3 197
féverole 170-180 435 30
gesse 50-60 174 24
lentille 35-40 21.5 131
pois fourrager 100-120 38 38
trefle d'Alexandrie 15-20 3.1 423
vesce 50-60 59 70

Le colza (Brassica napus, cv Alpaga) a ensuite été semé en ligne, a la densité de 50 pieds par
m?, conformément aux pratiques locales. Cette variété, lignée précoce a floraison, a été
choisie car elle offrait un potentiel de rendement satisfaisant parmi les lignées, est peu
sensible a 1’élongation (caractéristiques importante en cas de semis avec plante de service
et/ou en cas de forte disponibilité en azote minéral a I’automne) et trés peu sensible au phoma
(TPS groupe 1) et a la cylindrosporiose. Les adventices ont finalement été semées a la volée
(partie « adventices » uniquement). Pour la modalité forte disponibilité initiale en azote, 100
kgN.ha™ ont été apportés sous forme d’ammonitrate juste aprés le semis.

Les autres interventions culturales sont détaillées dans I'Annexe 5. Il est important de noter
que des apports d’eau sous forme d’irrigation par aspersion ont ¢été effectués au cours deux
années juste apres le semis, ce qui a permis d’assurer une levée homogéne et une dissolution
rapide de I’azote minéral apporté. En 2013-2014, I’hiver anormalement doux et humide n’a
pas permis de détruire 1’ensemble des légumineuses (seul le pois a été totalement détruit, la

vesce et le tréfle d’Alexandrie, partiellement), un passage d’herbicide anti-dicotylédones

(Lontrel, 0.4 L.ha) a donc été réalisé en sortie d’hiver.

2.2.2 Gestion de la fertilisation azotée sur la partie azote
L’objectif général sur la partie azote est de quantifier les flux d’azote dans chaque
compartiment a la fin de la floraison afin de déterminer le potentiel surplus d’azote absorbé
par le colza dans les modalités associées par rapport au colza seul. Une des possibilités afin de
quantifier les flux d’azote organique minéralisé consiste fréquemment a ne pas apporter de
fertilisation minérale, toutefois, dans le cas de matiere organique sous forme de mulch, les
apports azotés pourraient modifier la dynamique de minéralisation des résidus. Ainsi, afin de

nous rapprocher des conditions rencontrées en parcelles agricoles, et de ne pas modifier les
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mécanismes susceptibles d’intervenir, un apport d’azote minéral a été effectué au printemps.
Cependant, ne sachant pas a priori quelles sont les quantités d’azote restitué par les résidus de
Iégumineuses et absorbé par le colza (c'est I'un des objectifs de cet essai), nous avons choisi
de sous-fertiliser la culture sur chacune des modalités afin de réduire les risques de pertes, en
apportant toutefois une dose d’azote commune au sein d’une méme modalité de disponibilité
d’azote au moment du semis. Le mode de calcul de la fertilisation azotée repose sur la
méthode du bilan azoté, basée sur les pesées de biomasse aérienne effectuées en entrée et
sortie d’hiver (Reau et Wagner 1998). Nous avons considéré un objectif de rendement de 38
gx.hal, un reliquat post-récolte de 30 kgN.ha™ ainsi qu’une minéralisation printaniére de 50
kgN.ha™ (conformément & ce qui est couramment pratiqué dans la région). Afin de faire la
distinction entre ’azote issu de la minéralisation de la matiére organique du sol et des résidus
de culture, de celui des feuilles mortes, perdu par le colza a partir de la fin de I’automne et ré-
absorbé au cours du printemps, ces derniéres ont donc été prelevees périodiqguement. Ainsi, le
calcul du bilan azoté a été modifié afin de ne pas prendre en compte ces quantités dans le
calcul de la dose a apporter. A partir de cette dose théorique calculée, nous avons finalement
retranché la valeur maximum d’azote absorbé par les légumineuses en entrée d’hiver (toutes
espeéces confondues et pour une méme modalité d’azote disponible initialement), en faisant
I’hypothése que cette dernieére constitue le surplus maximum d’azote absorbé par les colzas
associés par rapport au colza seul.

Enfin, la présence du mulch a la surface du sol est susceptible de modifier la dynamique
d’absorption d’azote issu de la fertilisation. Ces mécanismes peuvent différer suivant la
biomasse et les caractéristiques physico-chimiques du mulch. Afin d’appréhender les
interactions entre les quantités d’azote issu de la minéralisation des résidus de Iégumineuse et
les potentiels effets indirects du mulch sur I’efficience de la fertilisation azotée, nous avons
choisi d’apporter cette fertilisation sous la forme d’azote marqué °>N. Ainsi, & la fin de la
floraison du colza, ’azote contenu dans chaque compartiment a pu étre distingué selon son
origine: i) azote issu de la fertilisation ou ii) azote issu de la minéralisation des résidus de

Iégumineuse et de la matiere organique du sol.
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3. Organisation du manuscript

La démarche analytique adoptée au cours de ce travail (Figure 7) et l'organisation de ce
manuscrit reposent sur un traitement analogue et symétrique des deux services
écosystémiques étudiés, basés chacun sur un dispositif ("adventices" ou "azote"). La premiére
étape vise a caractériser les performances obtenues pour chaque modalité en termes
respectivement de régulation des adventices et d'absorption du colza en azote. La seconde
étape vise a analyser les mécanismes qui interviennent dans l'obtention de chaque service et a
en comprendre les déterminants, notamment en identifiant des traits fonctionnels explicatifs.
Enfin, la derniére étape permet de synthétiser I'ensemble de ces informations en établissant les
profils fonctionnels pour chaque légumineuse candidate, pour les fonctions et les services

écosystémiques étudies.

KSErvice « Régulation des\ Service « Fertilité du sol —
adventices » fourniture d'N biologique»

e —————— S _1*':éta_pe __________ LT Y1 Y -
I Chapitre 1 Caractérisation des performances Chapitre 3
Undersowing WOSR with LLM to improve Potentiel des légumineuses pour Undersowing WOSR with LLM : Consequences

weed control for cash crop nitrogen nutrition

fournir ces services

—————————— R O I R .
| N 2= dtape N
Chapitre2 Compréhension des mécanismes Chapitre 4
Il Legume functional traits dc_tcrmlm_:- the \dentification des traits des Ability af snvgral LLM spccics T.D provide
" performances and the services delivery . ) ) L biological N during spring
légumineuses impligués

- o o e o e o o m m— m—
p Y
‘ Jeme étape
Synthése des résultats : Vers + de généricité 1
Chapitre 5
Etablissement des profils fonctionnels d'espéces candidates
| pour les services étudiés ]

T o o o o o o o o e e s o o e

Figure 7 : Démarche générale adoptée au cours de la thése et organisation du manuscrit

Le chapitre 1, intitulé " Undersowing winter oilseed rape with frost-sensitive legume living
mulches to improve weed control ™ (article publié dans la revue European Journal of
Agronomy) traite ainsi spécifiquement des performances obtenues pour chaque modalité de
colza associé en terme de régulation des adventices, il répond donc a la premiere question de
recherche. Ce chapitre s’appuie sur les mesures effectuées en entrée d’hiver sur la partie
adventices du dispositif expérimental mis en place a Grignon. Le chapitre 2, intitulé " The

functional traits of frost-sensitive legume living mulches determine their performance and the

46



Problématique et démarche adoptée

weed regulation service they provide to WOSR in autumn " (en préparation pour une
soumission dans la revue European journal of agronomy) s’appuie également sur la partie
adventices du dispositif expérimental. Il traite des mécanismes de compétition qui s’exercent
entre les différentes espéces au cours de I’automne et vise a identifier les traits fonctionnels
des légumineuses, explicatives des performances enregistrées. Le chapitre 2 vise donc a
répondre a la fois aux questions de recherche 1 et 3.

Le chapitre 3, intitulé " Undersowing winter oilseed rape with frost-sensitive legume living
mulch : Consequences for cash crop nitrogen nutrition " (article ™ under review " dans la
revue Field Crops Research) traite des performances enregistrées en terme de nutrition azotée
du colza et répond donc a la seconde question de recherche. A I’instar du chapitre 3, le
chapitre 4 s’appuie sur la partie azote du dispositif expérimental. 11 s’intitule " Legume dead
mulch under winter oilseed rape : ability of several species to provide biological nitrogen
during spring " (article en préparation pour une soumission dans la revue Plant and Soil) et
vise a identifier les traits physico-chimiques des résidus de legumineuses impliquées dans la
dynamique de minéralisation de 1’azote qu’elles contiennent. Le chapitre 4 répond donc aux
questions de recherche 2 et 3.

Enfin, le chapitre 5, intitulé " Profils fonctionnels des especes de légumineuses introduites en

tant que plantes de service dans le colza " s’appuie sur I’ensemble des résultats et vise a
synthétiser les relations entre les traits des légumineuses mis en avant dans I'obtention des
fonctions recherchées ainsi que dans celles des services écosystémiques remplis. Ce chapitre

traite donc principalement de la question de recherche 3.
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CHAPITRE 1 : Undersowing winter oilseed rape with frost-

sensitive legume living mulches to improve weed control

Ce chapitre correspond a un article publié dans la revue European Journal of Agronomy

Lorin, M., Jeuffroy, M-H., Butier, A., Valantin-Morison, M., 2015. Undersowing winter oilseed rape
with frost-sensitive legume living mulches to improve weed control. Eur. J. Agron. 71, 96-105,
http://dx.doi.org/10.1016/j.eja.2015.09.001
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Undersowing winter oilseed rape with frost-sensitive legume living mulches

to improve weed control

LORIN M*?, JEUFFROY M-H"?, BUTIER A%, VALANTIN-MORISON M. }?
LINRA, UMR211 Agronomie, F-78850 Thiverval-Grignon, France
? AgroParisTech, UMR211 Agronomie, F-78850 Thiverval-Grignon, France

Abstract
Living mulches are generally seen as a possible way to decrease the reliance on pesticides.
We investigated the effect of a frost-sensitive legume living mulch on weed control during the
autumn and cash crop performance, in winter oilseed rape crops. A field trial was carried out
over two years, comparing seven legume species — fenugreek, spring faba bean, grass pea,
lentil, field pea, berseem clover and spring common vetch — and three legume mixtures, as
living mulches, in crops with two levels of soil mineral nitrogen content before sowing. The
presence of the legume living mulch decreased weed abundance before winter. Field pea,
berseem clover, common vetch and the common vetch/faba bean/berseem clover mixture
were particularly effective, regardless of the growing conditions, decreasing weed abundance
by 20 to 75% with respect to that in the crop grown alone, in the absence of herbicide
application. Weed abundance before winter was negatively correlated with total intercrop
biomass, and this relationship was dependent on the legume species considered and soil
mineral nitrogen content. As with other legume intercrops, the level of soil mineral nitrogen
had a strong influence on intercrop structure, modifying the proportion of legume biomass
produced. The legume/oilseed rape biomass ratio was also found to be a useful indicator in all
growing conditions: the higher the ratio, the more efficient the weed control. However, a high
ratio was associated with a higher risk of competition with the cash crop. The choice of the
most appropriate legume living mulch is therefore a compromise between the anticipated
ecosystem services and the potential disservices provided by the legume mulch. The
introduction of a legume living mulch did not entirely prevent weed growth, but was clearly a
relevant agroecological solution for decreasing herbicide, while increasing the sustainability

and diversity of weed-control strategies in cropping systems.
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1. Introduction

The simplification of cropping systems in recent decades has led to an increase in the
consumption of chemical inputs and fossil energy, leading to environmental damage (Tilman
et al. 2001; Jensen et al. 2010; Schott et al. 2010). As for other chemical inputs, there are
environmental issues concerning herbicide use (Malézieux 2012; Altieri 1999). Moreover, the
number of herbicide-resistant weeds has rapidly increased worldwide in recent years (Heap
2014), rendering chemical weed control less efficient and more expensive. Efforts are now
being made to limit the reliance of cropping systems on pesticides, through the promotion of
agroecological practices favouring the production of significant amounts of food while
valorising ecological processes and ecosystem services as much as possible (Wezel et al.
2014). These practices include new weed control strategies aiming to decrease or completely
eliminate the need for herbicide applications. The development of such strategies is a key
challenge.

The area under winter oilseed rape in France has greatly increased in recent years, due to the
value of this crop as a biofuel. This expansion has been associated with an increase in
pesticide use (Schott et al. 2010). Herbicides account for a large proportion of the pesticides
applied to this crop (mean herbicide treatment frequency index of 1.6 points in 2011 in
France, AGRESTE 2013) and their use constitutes a major operational cost (Valantin-
Morison et al. 2004). Pre-emergence herbicides, which are applied without taking the real
weed pressure in the field into account, were used in 89% of French fields in 2012. Indeed,
there are only some foliar and root-absorbed catch-up post-emergence herbicides that could
be used after winter oilseed rape has two or more leaves; they are used in 27% and 24% of
fields, respectively (CETIOM 2012). Agroecological practices, such as integrated weed
control management which aims at decreasing the reliance on pesticides, for example by
avoiding such pre-emergence applications (Primot et al. 2006), are thus a key means of
reducing herbicide use.

The use of mixtures of plant species is often highlighted as a relevant solution, making it
possible to decrease chemical inputs and to achieve more sustainable cropping systems
(Malézieux et al. 2009). The use of living mulches, defined as “a cover crop sown either
before or with a main crop and maintained as a living ground cover throughout the growing
season” (Hartwing and Ammon 2002), is a promising solution. This approach may provide
total weed control or make it possible to use low levels of chemical weed control (Hiltbrunner
et al. 2007a; lInicki and Enache 1992; Liebman and Dick 1993; Abdin et al. 1997; White and
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Scott 1991). Therefore, very few studies have assessed the interest of mixing winter oilseed
rape with other crops (Bergkvist 2003; Paulsen and Schochow 2006). To our knowledge, the
only study measuring the value of a frost-sensitive living mulch for weed control in winter
oilseed rape (WOSR) carried out to date is that of Cadoux et al. (2015). They showed positive
effects of legume living mulch in term of ground cover by weeds (compared to the sole crop)
but they only assessed the weed control effect in term of ground cover by weeds in few sites
and for three legume mixtures.

One of the disadvantages of introducing a living mulch is that it may compete with the cash
crop (Teasdale 1996). Most studies have reported a decrease in cash crop yield (Pedersen et
al. 2009; Picard et al. 2010; Carof et al. 2007a; White and Schott 1991; Bergkvist 2003),
although a few have reported an absence of yield loss (IInicki and Enache 1992). The reported
yield losses were due mostly to the presence of the living mulch during the main phases of
yield component establishment, particularly during the spring (Carof et al. 2007a; Hiltbrunner
et al. 2007a). The introduction of a frost-sensitive living mulch might therefore make it
possible to avoid competition with the cash crop during the establishment of WOSR yield
components in spring.

Winter oilseed rape requires particularly high levels of nitrogen and is capable of taking up
very large amounts of this nutrient during the autumn (Dejoux et al. 2003). That’s the reason
why manure spreading before WOSR sowing accounts for more than 30% of the case in
France in 2011 (AGRESTE 2014). Soil mineral nitrogen content (SMNC) in autumn has been
shown to be correlated with the competitiveness of WOSR against weeds. Moreover,
available SMNC strongly affects the symbiotic fixation of nitrogen by legume crops grown
alone (Voisin et al. 2002; Naudin et al. 2011) or in intercropping conditions (Naudin et al.
2010; Corre-Hellou et al. 2006).

Legume species, which would not compete with WOSR for mineral nitrogen in intercrops
when low level of mineral nitrogen is available (Naudin et al. 2010), would potentially make
excellent living mulches in this context, increasing the competitiveness of the whole intercrop
against weeds, without decreasing the competitiveness of WOSR. We thus hypothesized that
the level of soil mineral nitrogen content available before sowing strongly modifies the
competition between species and partly determined the performances of the intercrop.

In this study, we aimed to assess the effects of introducing a frost-sensitive legume living
mulch on the performance of winter oilseed rape in terms of weed control and cash crop

performance in the autumn. We compared various frost-sensitive legume species, assuming
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that their ability to control weeds strongly differed, under two levels of soil mineral nitrogen

availability before sowing.

2. Materials and methods

2.1 Field experiment

Field trials were carried out during two growing seasons, in 2012-2013 and 2013-2014, at the INRA
experimental station at Grignon (48.9° N, 1.9° E) in the Paris Basin. The average annual temperature and
rainfall amounts to 11.2 °C and 565 mm (1993-2013). The soil was a clay-loam (

Table 2). Rainfall between September 1% and November 15" (corresponding approximately to the growing
period of the legume living mulch (LLM)) was similar for both years of the experiment and exceeded
mean levels for the 1993-2013 period (

Table 2). The number of cumulated degree-days (CDD) and the mean daily

photosynthetically active radiation (PAR) were much higher in 2013-2014 than in 2012-2013.
The preceding crops were spring barley in 2012-2013 and winter wheat in 2013-2014. They
were under-fertilised in order to insure low levels of soil mineral nitrogen content before
winter oilseed rape establishment and straws were removed from the field, both years. Before
the experiments, the soil was subjected to mouldboard ploughing; the seedbed was prepared

with a rotary harrow just before sowing.

Table 2 : Climatic and soil (for the 0-30 cm at the top of the soil) characteristics at the Grignon
experimental station, for the two experiments, in 2012-2013 and 2013-2014. The climatic variables were
recorded between September 1% and November 15™. SMNC: soil mineral nitrogen content; CDD:

cumulative degree-days; PAR: photosynthetically active radiation
2012-2013 2013-2014 Mean 1993-2013

Climatic variables

Rainfall (mm) 154 164 126 + 48
CDD base 0 (°C) 919 1021 961 + 81
CDD base 5 (°C) 542 641 582 + 77

Mean PAR (J.cm”.day™) 388 421 444 + 33
Soil characteristics
clay (g.kg™) 238 269
silt (g.kg™) 683 655
sand (g.kg™) 79 76
SMNC before sowing

0-30 cm (kg N.ha™) 33 32
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2.2 Experimental design

We compared seven species of legume, to enable us to explore a wide range of characteristics,
in terms of the amount of biomass produced, shoot growth rate, morphology (height, width,
leaf form) and competitive ability. The frost sensitivity of the species tested was compatible
with local climatic conditions (all species likely to be killed off by frosts): fenugreek
(Trigonella foenum-graecum, cv. Fenusol), spring faba bean (Vicia faba, cv. Espresso), grass
pea (Lathyrus Sativus, cv. Fertigess), lentil (Lens culinaris, cv. Fentille), field pea (Pisum
sativum, cv. Rif), berseem clover (Trifolium alexandrium, cv. Tigri), and spring common
vetch (Vicia sativa, cv. Marianna). We also studied three mixtures of legumes: lentil-grass
pea-fenugreek, lentil-faba bean and common vetch-faba bean-berseem clover. These mixtures
were composed of species with complementary architectural characteristics. A treatment
without living mulch (winter oilseed rape as the sole crop) was also established as a control
treatment (CT).

Assuming that soil nitrogen availability in the autumn would influence the competition
between species, we applied 100 kg.ha™ nitrogen (as ammonium nitrate) just before sowing,
to half the plots in the trial (high SMNC treatment), but applied no nitrogen fertiliser to the
other plots (low SMNC treatment).

We used a split-plot experimental design with two factors: legume living mulch species and
soil mineral nitrogen content (SMNC) before sowing. The plots were 3.5 m x 12 m in size.
Treatments were replicated three times and randomised for the living mulch factor. Finally,
each experiment included three replicates of 10 LLM plots and 1 control treatment, with two
levels of SMNC, giving 66 plots in total.

Three sowing passes were carried out on the field, on the same day (August 23" 2012 and
August 22" 2013), to adapt the sowing depth to the seed size for each species. Legumes were
sown at 75% the recommended rate for a sole crop. For legume mixtures, the sowing density
of each species was reduced proportionally, according to the number of species. Soil cover
was maximised by the broadcast sowing of the legumes, with the seeds subsequently
incorporated into the uppermost 3 cm of soil by light tillage.

We obtained a homogeneous population of weeds, by sowing seven of the weed species most
frequently observed in winter oilseed rape fields in France (Fried and Reboud 2007):
Geranium dissectum, Galium aparine, Papaver rhoeas, Capsella bursa pastoris, Matricaria
chamomilla, Alopecurus myosuroides and Sinapis arvensis. The weed seeds were broadcast-

sown to give a total target density of about 50 plants.m™ (densities were proportionally
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adjusted, as recommended by the seed company). The density of weeds at emergence was
higher than expected in experiment 1. We therefore halved the sowing density in experiment
2. We then sowed winter oilseed rape (Brassica napus, cv. alpaga) with a row spacing of
17.5 cm, at a density of 50 seeds.m™, for all treatments (with or without living mulch and/or
nitrogen), in accordance with local practices. The crop was irrigated to ensure homogeneous
emergence and to insure rapid dissolution of the mineral fertiliser, at a rate of 50 mm.ha™ in
2012 (25 mm.ha™ on 28/08/2012 and 25 mm.ha™ on 5/09/12) and 20 mm.ha™ in 2013
(27/08/2013).

2.3 Data collection and plant sampling

Winter oilseed rape (WOSR), legume living mulches (LLM; the species were separated for
LLM mixtures) and weeds were sampled before winter (on 13™ November in both years)
from one plot per replicate (plot sizes of 0.75 m? and 1 m* in 2012 and 2013, respectively).
This period was considered to correspond to the end of the simultaneous growing season,
LLM growth subsequently being slowed by low temperatures. We first determined the total
weed density in these samples by considering sown and spontaneous weed species (species
were also identified but these data are not presented in this paper). We then determined the
aerial biomass of each component (LLM, WOSR and weeds), after drying at 80°C for 48
hours.

All WOSR aerial biomass samples were then ground (0.5 mm grid) and total nitrogen content
was analysed, by the Dumas method (1831), through total combustion of the plant powder.
Total WOSR N uptake (in kg.ha™) was then calculated for each replicate, by multiplying

aerial biomass with total N content.

2.4 Statistical analysis

We performed three-factor ANOVA to study WOSR+LLM biomass, LLM biomass, weed
biomass and abundance, and WOSR nitrogen uptake, with the aov procedure of R software (R
Core, 2006). LLM, SMNC and year were considered as fixed effects. Data were transformed
with log or square root functions if the results of Shapiro normality tests or Bartlett’s test for
the homogeneity of variances were not significant. In cases of significant interaction with the
LLM treatment, we analysed the data for 2012 and 2013 and/or low and high SMNC

separately. If a significant P-value was obtained in ANOVA, we carried out Dunnett multiple
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comparison tests, to compare each treatment with the control treatment, and Tukey’s HSD for
comparisons of LLM biomass.
We investigated the impact of introducing a LLM on WOSR nitrogen uptake during the
autumn, by analysing the effect of SMNC, year and LLM treatment on the difference between
nitrogen uptake for the intercrop and the control treatment, using the Im procedure of R
software. These differences were calculated per year*replicate combination. The objective
was to determine whether these differences were significantly different from zero.
Linear regressions between weed abundance and LLM+WOSR biomass were investigated
with the Im procedure of R software, over the two years of the experiment and for the two
levels of SMNC. We used quantile regression analysis to estimate the conditional quantiles of
the weed abundance distribution (the response variable) as a function of LLM/WOSR
biomass ratio (explanatory variable), as described by Cade and Noon (2003), assuming that
other possible explicative factors interact. The relationship between the two variables was as
defined by Casagrande et al. (2010):

Y=Bo*X"(*)e
where Y is weed abundance before winter, X is LLM/WQOSR biomass ratio, o and B, are two
parameters to be estimated and € is the residual error. The model was made linear by

logarithmic transformation (adding 1 to the LLM/WOSR ratio to avoid zero values).

3. Results

3.1 Biomass produced by the intercrop
For both SMNC levels, significantly more biomass was produced during the autumn of 2013
than during the autumn of 2012 (p<107°). Soil mineral nitrogen content significantly affected

the amount of biomass produced by the WOSR+LLM intercrop (p<107®): high levels of
SMNC were associated with a significantly higher WOSR+LLM biomass (Figure 8).
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Figure 8 : Cumulative biomass of WOSR, LLM (for the LLM mixtures, the species are not separated) and
weeds for each treatment. Vertical bars indicate the standard deviation of each compartment. CT: control
treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp: grass pea, Le: lentil, LeFb: lentil-faba bean, LeGpFe: lentil-
grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc: berseem clover, Cv: common vetch, CvFbBc: common vetch-faba

bean-berseem clover

For low SMNC, the WOSR+LLM biomass at the beginning of winter ranged from 139 to 261
g.m? in 2012 and from 143 to 383 g.m™ in 2013. In 2012, the WOSR+LLM biomasses of the
faba bean, lentil-faba bean, berseem clover, common vetch and common vetch-faba bean-
berseem clover treatments were significantly higher than the biomass of the sole crop
(p<0.05). In 2013, all intercrops produced more biomass than the control treatment (p<0.05).
In high SMNC conditions, biomass ranged from 210 to 264 g.m™ in 2012 (for the control
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treatment and the lentil-grass pea-fenugreek mixture, respectively) and from 294 to 369 g.m™
in 2013 (for fenugreek and berseem clover, respectively). No significant difference was found
between LLM treatments (including the sole crop) under high SMNC conditions, regardless
of the year considered.

LLM biomass was highly dependent on LLM treatment (p<10™®), SMNC (p<10™°) and year
(p=3.1 x 10™). In low SMNC conditions, aerial LLM dry matter ranged from 11 to 102 g.m™
in 2012 and from 48 to 281 g.m™? in 2013, with fenugreek and the common vetch-faba bean-
berseem clover mixture yielding the lowest and highest values, respectively, in both years.
LLM biomass was significantly higher in 2013 than in 2012 (three times higher than in 2012,
on average), probably due to the additional 33 J.cm™.day™ photosynthetically active radiation
over the growing season in 2013 (corresponding to an 8.5% increase). The most productive
species in low SMNC conditions were faba bean, field pea and berseem clover, whereas
fenugreek was the least productive species (the fenugreek crop was badly damaged by
rabbits). In high SMNC conditions, LLM biomass ranged from 8 to 65 g.m™ in 2012 and from
2t0 168 g.m? in 2013.

3.2 Weed control performance of the intercrops

3.2.1 Weed abundance

Total weed abundance was significantly lower in 2013 than in 2012 (p= 2.3 x 10, Figure 9).
Nevertheless, despite the decrease in weed sowing rates in 2013, total weed abundance before
winter was very similar in 2012 and 2013 for the control treatment in low SMNC conditions:
138+16 and 116+16 pl.m?, respectively, suggesting a similar initial weed pressure.

In 2012, LLM treatments had a significant effect on weed abundance (p=0.004) whereas
SMNC did not (weed density reached 138 and 150 pl.m™, respectively, in low and high
SMNC conditions, for the control treatment). Field pea, berseem clover and the common
vetch-faba bean-berseem clover mixture gave significantly lower weed abundances (p<0.05)
than the control treatment (whereas faba bean and common vetch treatments decreased weed
abundance, p<0.1). In 2013, SMNC had a significant effect on weed abundance (p=7 x 10°®):
weed control was much more effective with a high SMNC than with a low SMNC (the weed
abundance in the sole crop was 116 pl.m? for low SMNC and 52 pl.m? for high SMNC). As
in 2012, field pea, berseem clover, common vetch and the common vetch-faba bean-berseem
clover mixture significantly decreased weed abundance (p<0.05), greatly increasing weed

control efficacy.
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Figure 9 : Weed abundance before the winter in 2012 and 2013. The numbers within the bars are the
ratios of weed abundance between the sole crop and the LLM treatment considered (this ratio was
calculated per combination year*SMNC*treatment (for example, a ratio of 0.4 indicates that weed
abundance was 60% lower than in the sole crop). The symbols above the bars indicate the treatments for
which weed abundance was significantly lower than for the control treatment: p<0.1 (.), p<0.05 (*), p<0.01
(**) and p<0.001 (***). CT: control treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp: grass pea, Le: lentil,
LeFb: lentil-faba bean, LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc: berseem clover, Cv:

common vetch, CvFbBc: common vetch-faba bean-berseem clover

With the exception of lentil and fenugreek in high SMNC conditions in 2013, the introduction
of LLM into WOSR decreased weed abundance with respect to that observed for the sole
crop. Whatever the year or level of SMNC considered, field pea, berseem clover, common
vetch and the common vetch-faba bean-berseem clover mixture were the most effective LLM

treatments for weed control, resulting in a weed abundance significantly lower than that for
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the sole crop. Berseem clover was the most effective weed control treatment (decreasing weed
abundance by 60% and 48% in 2012-2013 and by 74% and 77% in 2013-2014, in low and
high SMNC conditions, respectively).

3.2.2 Weed biomass

By contrast to the findings for weed abundance, there was no significant difference in weed
biomass between 2012 and 2013, for any of the LLM treatments (Figure 8). However, SMNC
had a significant effect: weed biomass was higher for high SMNC than for low SMNC
(p=0.03).

At low SMNC, there were significant differences between LLM treatments: fenugreek, lentil,
lentil-grass pea-fenugreek, field pea, berseem clover, common vetch and common vetch-faba
bean-berseem clover all resulted in significantly lower weed biomasses than for the sole crop
(p<0.05). Field pea, berseem clover and common vetch-faba bean-berseem clover were the
most effective LLMs for decreasing weed biomass. These treatments resulted in 60 to 70%
less weed biomass than for the control treatment (these treatments were also the most
effective at decreasing weed abundance, for which similar percentage reductions were
observed).

For high SMNC treatments, LLM treatments did not result in significantly lower weed
biomasses than the control treatment, partly due to the very high variability. The density of
Sinapis arvensis had a major impact on total weed biomass. This species, similarly to winter
oilseed rape, is nitrophilous and grew rapidly, with a biomass per plant of 17.7 g.m™ for a
density of between 0 and 5 pl.m? in 2013. Mustard accounted for 36 and 53% of total weed

biomass in 2012 and 2013, on average.

3.3 Nitrogen uptake by WOSR before the winter
Year, SMNC, LLM treatment and the interaction between year and SMNC significantly
affected WOSR nitrogen uptake (p<0.05). SMNC, LLM treatment and the interaction

between year and SMNC also significantly affected the difference in WOSR nitrogen uptake

between intercrops and the sole crop (p<0.05).
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Figure 10 : WOSR nitrogen uptake before the winter, in 2012 and 2013, in low and high soil mineral
nitrogen content conditions. The numbers within the bars indicate the difference in WOSR nitrogen
uptake between the intercrop and the sole crop (calculated per year*SMNC*treatment combination. ***,
** or * indicates that this difference is significantly different from zero at p=0.001, 0.01 and 0.05,
respectively. CT: control treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp: grass pea, Le: lentil, LeFb: lentil-
faba bean, LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc: berseem clover, Cv: common vetch,

CvFbBc: common vetch-faba bean-berseem clover

In 2012, SMNC had a significant effect on WOSR nitrogen uptake (p< 2 x 10®), which
reached 36 and 89 kgN.ha™ for the control treatment, in low and high soil mineral nitrogen
content conditions, respectively. SMNC and LLM treatment had no significant effect on the

difference in nitrogen uptake by WOSR between intercrops and the control treatment.
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In 2013, as in 2012, SMNC significantly affected nitrogen uptake by WOSR (p< 2 x 10®). As
a sole crop, WOSR absorbed 26 and 125 kgN.ha™ in low and high SMNC conditions,
respectively. The difference in nitrogen uptake by WOSR between intercrops and the sole
crop was significantly affected by SMNC (p=3.6 x 10°®) and LLM treatment (p=2.3 x 10°).
High soil mineral nitrogen content resulted in lower levels of nitrogen uptake by WOSR in
intercrops than in the control treatment. Field pea was the only treatment for which the
difference with respect to the control treatment was significantly different from zero
(p=0.007). This difference amounted to -6 and -50 kgN.ha™ for low and high SMNC,
respectively, corresponding to decreases of 22 and 40% with respect to the control treatment
(Figure 10).

3.4 Impact of the intercrop structure on weed control

3.4.1 Relationship between weed abundance and intercrop (WOSR+LLM) biomass

Weed abundance and WOSR+LLM biomass were significantly correlated, for both levels of
available SMNC (Figure 11): larger amounts of WOSR+LLM biomass were associated with
larger decreases in weed abundance (the relationship between intercrop leaf area, available in
2013, and weed abundance before winter showed consistent results, Annexe 6).

For a given year, the maximum biomass production of the WOSR+LLM intercrops was very
similar for the two levels of SMNC (see also Figure 8). In 2012, the maximum WOSR+LLM
biomass was 261 g.m™ for common vetch-faba bean-berseem clover in low SMNC conditions
and 264 g.m™ for lentil-grass pea-fenugreek treatment in high SMNC conditions; in 2013, it
was 383 g.m™ for common vetch-faba bean-berseem clover in low SMNC conditions and 369
g.m? for berseem clover in high SMNC conditions. However, inter-treatment variability was

lower in the presence of high levels of soil mineral nitrogen.
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Figure 11 : Relationship between weed abundance and WOSR+LLM biomass. Each point represents the
mean of the three replicates (R2=0.49, p<0.05). CT: control treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp:
grass pea, Le: lentil, LeFb: lentil-faba bean, LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc:
berseem clover, Cv: common vetch, CvFbBc: common vetch-faba bean-berseem clover

3.4.2 Relationship between weed abundance and LLM/WOSR biomass ratio
The quantile regression analysis indicated that weed abundance and LLM/WOSR ratio were
inversely correlated, and the confidence intervals of the two estimated parameters (Bo and f;)
showed them to be significantly different from 0 (data not shown): the higher the ratio, the
more efficient the weed control (Figure 12). The different fitted response curves are
represented for values of t=0.50 to 1=0.95. For example, the chances of weed abundance

being below 171 pl.m? and 93 pl.m? are 95% and 50%, respectively for a ratio of zero.
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Figure 12 : Relationship between weed abundance and LLM/WOSR biomass ratio, plotted with fitted
regression functions, from t=0.5 (lowest values of weed abundance) to t=0.95 (highest values of weed
abundance), in increments of 0.05. CT: control treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp: grass pea,
Le: lentil, LeFb: lentil-faba bean, LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc: berseem clover,

Cv: common vetch, CvFbBc: common vetch-faba bean-berseem clover

The distribution of weed abundance, conditionally on different values of LLM/WOSR
biomass ratio, indicated the uncertainty of obtaining a given weed abundance (Figure 13). For
1 =0.95, weed abundance decreased from 171 to 139 pl.m™ for an increase in ratio from 0 to
0.5; weed abundance was 119 pl.m™ for a ratio of 1, 97 pl.m? for a ratio of 2, and 75 for a
ratio of 4. Thus, weed abundance decreased by about 100 pl.m™ for an increase in ratio from 0
to 4. The probability of a weed density of less than 70 pl.m (about half the weed abundance
for the control treatment in low SMNC conditions) was about 55%, 75% and 90% for

LLM/WOSR biomass ratios of 1, 2 and 4, respectively.
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Figure 13 : Distribution of weed abundance for five different LLM/WOSR ratios: 0 (circle), 0.5 (triangle),

1 (cross), 2 (star) and 4 (diamond)

4. Discussion

4.1 Impact of SMNC on the structure of the mixture

4.1.1 Impact of SMNC on weed control
Other studies have reported that autumn fertilisation decreases weed biomass, principally by

increasing the competitiveness of winter oilseed rape (Dejoux et al. 2003), or that it has no
effect on weed biomass (Sim et al. 2007). By contrast, we found that a high SMNC resulted in
a maintenance of or increase in weed biomass during the autumn. The results for weed
abundance were more variable and depended on the year. Thus, we found that the impact of
SMNC depended on the variable used to assess weed control (results consistent with those of
Amossé et al. 2013b). High SMNC tended to be associated with a weed biomass similar to or
higher than that for low SMNC, and a weed abundance similar to or lower than that for low

SMNC.
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One possible explanation of these opposite results for weed biomass and weed abundance is
that the ability of WOSR to compete with weeds in the presence of a high SMNC depends on
the weed species considered, and particularly on the nitrogen requirements of the weed
species. The predominance of Sinapis arvensis in these conditions, probably explained these
results. In the presence of a high SMNC, despite having a low specific abundance,
nitrophilous species, such as mustard, can accumulate a high biomass. Indeed, weed biomass
depends heavily on the composition of the weed community, whereas weed abundance is a
more generic variable. Moreover, farmers pay more attention to weed abundance than to
biomass, when deciding whether to apply herbicides, and herbicides targeting grasses are
often applied before the winter (CETIOM 2012). Weed abundance therefore appeared to be
the most relevant indicator of weed pressure in the autumn for the establishment of a weed
control strategy.

However, weed pressure before winter is an intermediate indicator, revealing the effect of
autumnal competition between weeds and the intercrop. Indeed, the relationship between
weed pressure in autumn and WOSR Yyield is not very stable, due to the considerable ability of

winter oilseed rape to compensate for poor early growth in spring (Lutman and Dixon 1990).

4.1.2 Growth of LLM and WOSR as a function of SMNC
High levels of soil mineral nitrogen have frequently been shown to have a negative impact on
the growth of legumes intercropped with other species (Jensen 1996; Corre-Hellou et al.
2006; Pelzer et al. 2014), partly because the availability of large amounts of nitrogen reduces
symbiotic fixation by the legume (Naudin et al. 2010) and partly because legumes are
frequently less competitive for soil mineral nitrogen than the cash crop (Jensen 1996). In pea-
wheat intercrops, Naudin et al. (2010) found that early fertiliser applications systematically
favoured the cereal over the legume crop. Winter oilseed rape can absorb large amounts of
nitrogen in the autumn (Dejoux et al. 2003), our results demonstrate that SMNC before
sowing has a large impact on the structure of the intercrop. Higher soil mineral nitrogen
availability led to a higher WOSR nitrogen content before winter (as also reported by Sim et
al. 2007). The legume living mulches grew less well in the presence of high SMNC. Thus, as
demonstrated for cereal/legume intercrops (Corre-Hellou et al. 2006; Naudin et al. 2010) and
other LLM-cash crop mixtures (Hiltbrunner et al. 2007a), the proportion of the total biomass
accounted for by the legume was lower at higher SMNC. The LLM/WOSR biomass ratio

rarely exceeded 1 for high SMNC; whereas it sometimes exceeded 4 for low SMNC.
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SMNC before sowing did not affect the maximum potential biomass production of the
intercrop, whereas the year did (Figure 8; Figure 11). In low SMNC conditions, WOSR
biomass was little affected by LLM treatment, whereas LLM biomass depended strongly on
the species concerned. In high SMNC conditions, biomass production was similar across all
treatments, with a higher LLM biomass being compensated by a lower WOSR biomass.
SMNC therefore had a large effect on the structure of the mixture.

4.2 Impact of the legume living mulch on crop performances

4.2.1 Autumn WOSR performance

The use of living mulches is generally thought to have a negative impact on the cash crop
through different forms of competition: mostly for nitrogen, water, and light (Carof et al.
2007a; Shili-touzi et al. 2010; Hiltbrunner et al. 2007a; Sawyer et al. 2010; Flynn et al. 2013;
Picard et al. 2010; Bergkvist 2003). The use of legume species as living mulches should limit
competition with the cash crop for nitrogen (Thorsted et al. 2006b). For winter oilseed rape,
nitrogen uptake before winter is a key variable when assessing the performance of the cash
crop during the period of simultaneous LLM and WOSR growth. Indeed, crop nitrogen
requirement during the following spring is directly dependent on crop nitrogen uptake before
winter (Reau and Wagner 1998; Makowski et al. 2005). Higher levels of nitrogen uptake
before the winter result in a need for less fertiliser in the spring.

We found that growing conditions were a key factor determining the consequences of LLM
introduction for WOSR nitrogen uptake. Interactions between LLM treatment, SMNC and
year were difficult to explain, despite the similarities in SMNC before sowing. Competition
between species for resources appeared to be more intense in 2013 than in 2012 (with the
intercrop producing larger amounts of biomass), generally resulting in lower WOSR nitrogen
content than for the control treatment. These differences were partly explained by the two
different preceding crops, spring barley and winter wheat. These could lead to different
growing conditions, despite common way to manage fertilisation, straws and tillage before
oilseed rape crop. It could more probably be due to longer growth cycle and higher cumulated
degree-days and mean daily photosynthetically active radiation (PAR) in autumn that
generated better growth conditions for legumes in 2013-2014 experiment.

In all years, WOSR nitrogen uptake in low SMNC conditions was little affected by the
presence of LLM. As already shown for other intercrops with legumes (Naudin et al. 2010;

Corre-Hellou et al. 2006), in conditions of limiting soil mineral nitrogen availability, WOSR
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outcompeted the legumes (and probably forced the LLM to develop its N fixation system);
thus, competition for mineral nitrogen between the species is limited in these situations.
Jamont et al. (2013) demonstrated that, for WOSR-faba bean intercrops, the WOSR
accumulated larger amounts of nitrogen than the sole crop in some cases, thanks to niche
complementarity between the root systems of the two species (in our study, the WOSR in the
faba bean treatment displayed the highest nitrogen uptake levels before winter). However,
these mechanisms are probably highly dependent on the root system characteristics of the
legume species.

In general, the risk of lower levels of WOSR nitrogen uptake than for the control was greater
for high SMNC than for low SMNC. In these situations, the fixation of atmospheric nitrogen
by the legume is inhibited (Naudin et al. 2011), and the WOSR and LLM therefore compete
for the same nitrogen resource. Thanks to the ability of WOSR to compensate for poor
autumn growth in the spring (Leach et al. 1994; Lutman and Dixon 1990; Colnenne et al.
2002), we can therefore assume that these lower levels of nitrogen content before winter are
not prejudicial to the crop in spring. Moreover, the mineralisation of LLM residues in the
spring may improve the nitrogen nutrition of the WOSR (although we did not test this
hypothesis here).

Finally, special care must be taken to check the frost sensitivity of the candidate legume
species. Indeed, in 2013-2014, some of the legume species did not die off naturally,
necessitating the use of specific herbicide applications in the spring, to prevent excessive
competition with the cash crop, that could lead to reconsider the benefit of intercropping
legume living mulch. However, while the number of days with a negative mean temperature
during winter amounted to 15 in average between 1993 and 2013, 2013-2014 was still the
only winter without any frost-day (at the Grignon station). Thus, these situations can be

considered very rare in the Paris basin growing conditions.

4.2.2 Impact of the LLM on weed control
We found that, for all LLM species and SMNC levels considered, intercropping WOSR with
a legume generally resulted in a lower weed biomass and abundance before winter than for
the control treatment (although the differences were not always significant). These results are
consistent with the conclusions of most studies on the value of living mulches for controlling
weeds (Hiltbrunner et al. 2007a; Ilnicki and Enache 1992; White and Scott 1991). However,
these studies were generally carried out in conditions in which the living mulch was able to

compete strongly (living mulches established before sowing of the cash crop) or over a long
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period (more than six months) with the weeds. Studies of the introduction of living mulches
into cash crops with only short periods of simultaneous growth (as for WOSR-LLM
intercrops) have generally reported weaker or more variable weed control (Amossé et al.
2013Db; Blackshaw et al. 2010; Cadoux et al. 2015).

As we initially hypothesized, we found that efficacy for weed control differed considerably
between LLM species, as in other studies about the opportunity of using living mulches
(Hiltbrunner et al. 2007a; den Hollander et al. 2007b; Bergkvist et al. 2003). Four treatments
were particularly effective for weed control, regardless of SMNC or year: field pea, berseem
clover, common vetch and the common vetch-faba bean-berseem clover mixture (all of which
significantly decreased weed abundance). These results were difficult to compare with
Cadoux et al. (2015) findings since the variable for weed control assessment (ground cover by
weeds) and the candidate species differed but some species appeared interesting in both
experiments (common vetch and berseem clover particularly).

The largest decreases in weed abundance were achieved in 2013 with berseem clover, which
decreased weed abundance by about 75% with respect to the values obtained for the sole crop,
in both low and high SMNC conditions. This result is of particular interest, as this decrease
was achieved in conditions of very high weed pressure (more than 100 pl/m™ for the control
treatment), without any herbicide sprayed. Thus, under “common” weed pressure conditions,
the results obtained would be expected to be at least as good as those reported here. Indeed,
both WOSR and LLM growth would be improved and LLM+WOSR cover would therefore
be even more competitive with weeds.

It would be interesting to compare these intercrops with a control treatment with herbicide in
various weed pressure conditions (in terms of abundance and the predominant species), to
explore the efficacy of these mixtures in farmers’ fields. Indeed, living mulches are often
compared with control treatments without chemical control or under organic conditions; very
few studies have compared the weed control efficacy of living mulches with that of chemical
applications (Abdin et al. 2000; Cadoux et al. 2015). Moreover, as our results indicated that
LLM gave efficient but not total weed control, the introduction of LLM together with lower
levels of herbicide application is a potentially relevant solution. However, common herbicide
programs must be adapted to the presence of legume crops, by suppressing pre-emergence
applications (non-selective to legumes) and using reduced applications of post-emergence
broad-leaves herbicides to avoid phytotoxicity against legumes (Cadoux et al. 2015).
Technical practices, in terms of sowing strategies (row spacing, spatial arrangement) and

tillage intensity, are also of potential interest. Indeed, the use of living mulches is often
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combined with low- or no-tillage practices, with the aim of improving weed control (White
and Scott 1991; Hilbrunner et al. 2007; Ilnicki and Enache 1992). Thus, sowing WOSR and
LLM by direct drilling, with no tillage, would probably decrease weed germination and

further improve intercrop competitiveness.

4.3 Weed control as a function of intercrop structure

Like Dejoux et al. (2003), who reported a positive correlation between weed control efficacy
and WOSR biomass before winter, or Cadoux et al. (2015), we found that total intercrop
biomass (i.e. LLM + WOSR) before winter was always a good indicator of the ability of the
cover to decrease weed abundance, whatever the level of soil mineral nitrogen content: the
higher the total intercrop biomass, the more effective the weed control. Like Hiltbrunner et al.
(2007a), who found that legume biomass and weed biomass were inversely correlated, we
found that, in low SMNC conditions, legume biomass was a key factor determining the
competitiveness of the intercrop against weeds. Given the structure of the LLM+WOSR
biomass in high SMNC conditions, there was no relationship between LLM biomass and
weed abundance.

In fact, LLM/WOSR biomass ratio is an interesting and more generic variable. Regardless of
growing conditions, higher values of this ratio were associated with more effective weed
control before the winter and reduced the uncertainty of weed control effect. Weed abundance
decreased with increase in this ratio from 0 to 0.5, but the efficacy of weed control increased
little thereafter. Basing the choice of the most appropriate LLM species on its ability to yield
a good LLM/WOSR ratio appears to be an effective way to classify legumes in terms of their
potential efficacy for weed control: field pea, common vetch-faba bean-berseem clover
mixture and berseem clover gave the best results according to this criterion. However, we
found that WOSR nitrogen uptake tended to be lower for these treatments (although this

difference was not always significant).
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5. Conclusion

As we initially assumed, the growing conditions, including soil mineral nitrogen content in
particular, had a major impact on intercrop structure. In the presence of a low SMNC, the
legume produced large amounts of biomass without competing with the cash crop, whereas,
in the presence of a high SMNC, the legumes produced less biomass, but, for the most
effective species, they tended to increase the risk of competition for mineral nitrogen with
winter oilseed rape.

Our results indicate that the use of a LLM in winter oilseed rape is an effective solution for
weed control. Some species (field pea, berseem clover, common vetch and the common
vetch-faba bean-berseem clover mixture) significantly decrease weed abundance from 20-
30%, to up to 75%, regardless of the growing conditions. Total weed suppression was not
achieved with any of the treatments, but the combination of the introduction of LLM into
WOSR crops and an appropriate herbicide program (based on weed infestation surveys before
winter) would probably make it possible to decrease herbicide use substantially.

The ability of a legume species to control weeds must not be the only criterion taken into
account. The choice of the most appropriate LLM should be based on the best compromise
between the potentials for weed control and for other ecosystem services, such as pest control,
the supply of biological supply to the cash crop in spring, and potential dis-services. Thus,
more research is needed to better understand the mechanisms involved in these other
ecosystem services but also the impacts of growing conditions (in various contexts of soil and

climate) and technical practices in order to help the choice of the best suited species.
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Abstract

The introduction of a frost-sensitive legume living mulch into winter oilseed rape crops can
improve weed regulation during autumn, but the determinants of this service are unknown.
The functional traits describing the resource acquisition strategy and performance of legume
species may facilitate the choice of the most appropriate species for use as a living mulch.

We investigated the determinants of the ability of seven legume species grown as living
mulches with winter oilseed rape, at different levels of soil mineral nitrogen availability, to
deliver weed regulation services through competition with weeds. In a two-year field
experiment, we measured six functional traits and biomass growth rates (an indicator of plant
performance) in seven legumes intercropped with winter oilseed rape, during two separate
growth periods (the establishment and consolidation phases) on two soils with different levels
of soil mineral nitrogen content.

We found that weed regulation and winter oilseed rape nitrogen uptake were highly
dependent on legume performance. Competitive phenomena explained the delivery of
services and disservices more effectively during the consolidation phase than during the
establishment phase. Soil mineral nitrogen content before sowing appeared to be a strong
environmental filter conditioning the response of the legumes in terms of performance and
their effects on ecosystem service delivery. Finally, legume height growth rate and leaf area
were identified as key functional traits accounting for performance differences, suggesting
that competition for radiation interception was the principal explanatory mechanism. We then

discussed the variability of legume performance not accounted for by functional traits.
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1. Introduction

Increasing functional biodiversity is a promising way to ensure the delivery of ecosystem
services (Isbell et al. 2011). In agroecosystems, the use of mixtures of plant species has often
been proposed as a relevant solution for decreasing reliance on pesticides and achieving more
sustainable cropping systems (Malézieux et al. 2009). The introduction of living mulches in
cropping systems could supply several ecosystem services, including weed regulation (White
and Schott 1991; den Hollander et al. 2007b; Amossé 2013).

We have previously shown, in winter oilseed rape (WOSR), that the use of a frost-sensitive
legume living mulch can decrease weed abundance and biomass before winter (chapter 1).
Like Cadoux et al. (2015), we showed that weed regulation was variable, depending on the
intercrop biomass (cash crop + living mulch), as demonstrated for other cash crop-living
mulch systems (Amossé et al. 2013b). Competition between the cash crop and the living
mulch has frequently been reported in such systems (Carof et al. 2007a; Den Hollander et al.
2007b; Hiltbrunner et al. 2007a; Amossé et al. 2013a), but we also demonstrated that the use
of some legume species led to much smaller decreases in WOSR biomass or nitrogen uptake
before winter, as shown by Cadoux et al. (2015) and Valantin-Morison et al. (2012).
Identification of the determinants of legume performance, which condition the delivery of the
weed regulation service and competition with the cash crop, is thus of prime importance, to
facilitate the choice of the most appropriate legume species.

In various studies investigating the competitive relationships between species in intercrops,
the use of functional traits has been shown to facilitate the identification of resource
acquisition and use strategies and to improve understanding of species performances (Damour
et al. 2014, Tardy et al. 2015; Tixier et al. 2011), including, in particular, the ability to grow
rapidly and to cover the soil as soon as possible after sowing (den Hollander et al. 2007a;
Tribouillois et al. 2015a). A functional trait is defined as a morphological, phenological or
physiological trait with an indirect effect on fitness through effects on growth, reproduction
and survival, the three components of individual performance (Violle et al. 2007). The use of
functional traits to account for differences in species biomass growth rate, which is considered
to be a performance trait (Violle et al. 2007), may therefore be a useful approach. The
relationships between relative growth rate and functional traits have already been studied
(Poorter and Garnier 2007; Tribouillois et al. 2015a). Several foliar traits have been shown to
account for differences between species in terms of resource acquisition and use strategies:
specific leaf area (SLA), leaf size (LA) and leaf dry matter content (LDMC) (Pierce et al.
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2013; Westoby 1998). Simple whole-plant traits, such as plant height, are also good indicators
of the competitive vigour of the species (Cornelissen et al. 2003). Seed traits, such as seed
mass, also provide information about biomass accumulation during early growth (Fayaud et
al. 2014; Gardarin et al. 2010; den Hollander et al. 2007a).

As demonstrated by Fayaud et al. (2014), the early growth phase is particularly important in
intercrops because it conditions resource sharing and the dominance between species. Similar
results were also obtained in another study on pea-wheat intercrops (Naudin et al. 2010).
However, we previously showed (chapter 1) that the proportion of legume in WOSR-living
mulch systems, which varied widely as a function of soil mineral nitrogen content, was a key
element underlying the weed regulation effect. The period of simultaneous cash crop and
legume growth in the autumn is very short (legume species likely to be killed off by frost in
early winter) and the cash crop rapidly accumulates large amounts of biomass (Dejoux et al.
2003). We therefore assumed that the growth dynamics of the two species would be important
elements governing weed regulation. We thus hypothesised that species performances (in
terms of biomass growth rate) during the phase of intercrop establishment would determine
service delivery in WOSR-legume living mulch intercrops.

In this study, our principal objective was to understand the contribution of legume
performance to the weed regulation effect and competition phenomena observed for the cash
crop, assuming that species performance during the establishment phase was of particularly
importance and that soil mineral nitrogen content was also a key factor (as it conditions
dominance relationships between species, chapter 1). Our second objective was to identify
legume functional traits determining legume performance, for each of the growth phases
considered (establishment and consolidation) and for the two levels of soil mineral nitrogen

content.
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2. Materials and methods

2.1 Field experiment and experimental design

A field trial was carried out during two growing seasons in 2012-2013 and 2013-2014, at the
INRA experimental station of Grignon (France). The details of this field trial are provided
elsewhere (chapter 1). We compared seven frost-sensitive legume species: fenugreek
(Trigonella foenum-graecum, cv. Fenusol), spring faba bean (Vicia faba, cv. Espresso), grass
pea (Lathyrus Sativus, cv. Fertigess), lentil (Lens culinaris, cv. Fentille), field pea (Pisum
sativum), berseem clover (Trifolium alexandrium, cv. Rif), and spring common vetch (Vicia
sativa, cv. Marianna). We also studied three mixtures of legumes: lentil-grass pea-fenugreek,
lentil-faba bean and common vetch-faba bean-berseem clover. Legumes were first broadcast
sown at 75% the recommended rate for a sole crop. We then sowed winter oilseed rape,
according to local practices, at a density of 50 seeds.m™. All sowing passes were carried out
on the same day (August 23" 2012 and August 22" 2013). A control treatment with no
legume living mulch (winter oilseed rape as a sole crop) was also set up.

Assuming that soil mineral nitrogen content strongly modifies the competitiveness
relationships between species, we compared two levels of nitrogen availability, by applying
100 kgN.ha™ (as ammonium nitrate) just before sowing to half the trial and leaving the other
half without nitrogen fertilisation. These two treatments were considered to correspond to
“high” and “low” soil mineral nitrogen content (SMNC), respectively. We also sowed a
cocktail of seven weed species (some of the most frequently observed species in a winter
oilseed rape field survey, Fried and Reboud (2007)) to obtain a homogeneous population of
weeds. No herbicide was applied. Finally, the crop was irrigated just after sowing, to ensure
homogeneous crop emergence and the rapid dissolution of fertiliser.

We used a split plot design with two factors: the legume living mulch species (11 treatments)
and the level of soil mineral nitrogen content (2 treatments), with three replicates, resulting in

66 plots per year.

2.2 Data collection and plant sampling

Legume and winter oilseed rape (WOSR) aerial biomasses were sampled twice during the
simultaneous growth period. The first sample (S1) was obtained on 25" September in 2012

and 23" September in 2013 (corresponding to 452 and 492 cumulative degree-days (CDD)
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after sowing, respectively, and the B4 stage for winter oilseed rape). The period between
sowing and this first sample was defined as the intercrop establishment phase. We sampled
legume and WOSR biomasses again just before winter (S2), at a time point corresponding to
the end of the simultaneous growth period, on 13" November in both years (980 CDD and
1145 CDD after sowing, respectively). The time interval between the first and second samples
was defined as the consolidation phase. Samples were oven-dried for 48 hours at 80°C and
weighed, to determine their biomass (in grams of dry matter per square metre). We then
calculated biomass growth rates for each of the two phases, by dividing the aerial biomass
accumulated between the two dates considered (sowing and S1 for the establishment phase,
S1 and S2 for the consolidation phase) by the cumulative number of degree-days between
these two dates. These two variables were considered to be performance traits, as defined by
Violle et al. (2007), and are expressed in kilogrammes of dry matter per hectare and degree-
day (kgDM.ha™.DD™). At the second sampling, we also measured weed abundance and
WOSR nitrogen uptake (see chapter 1).

Just before sampling aerial biomass, we also performed in situ measurements of legume
height, by measuring the shortest distance between the top of the plant and ground level
without stretching out the plant. We performed five measurements per treatment, for each
replicate. We applied the formula given above to determine legume height growth rates
(expressed in cm.DD™). Due to the damage caused by a hailstorm on 1% November in 2012,
we were unable to measure legume height for the last sampling date. We therefore used height
data obtained during a previous measurement (on 22™ October 2012, corresponding to 809
CDD after sowing). We then used a measurement made at a similar date in 2013 (14"
October, corresponding to 795 CDD) as the final legume height, to prevent experimental bias.
We also determined the stem/leaf biomass ratio for the first sample and before winter, by
separating out the stem and leaves from a subsample (collected from each replicate) of a
minimum of 30% of the initial fresh biomass for the first sample and 10% for the final sample
before winter (but always with more than three plants per subsample). We then dried each
part of the subsample at 80°C for 48 hours and weighed it. This measurement was made only
in 2013 and we assumed that this trait was related to the ability of the species to colonise the
interplant space.

The foliar functional traits SLA (specific leaf area in mm%mg™), LA (leaf area in cm?) and
LDMC (leaf dry matter content in mg.g™) were measured in accordance with standardised
protocols (Cornelissen et al. 2003). As recommended, we carried out these measurements on

specific plots, with legumes grown alone and sown at the recommended density for a sole
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crop, so as to obtain non-limiting growth conditions, in the two sets of soil mineral nitrogen
availability conditions, during the last autumn sampling in 2013.

2.3 Statistical analyses

We used ANOVA (aov procedure in R software, R Core, 2006) for statistical analyses, after
checking for residue normality and variance homogeneity.

We first assessed the effects of the intercrop biomass growth rates (calculated during the two
growth phases) on weed abundance before winter, for the two growth periods. We then
studied the effects of legume and WOSR biomass growth rates on intercrop biomass growth
rates during the establishment and consolidation growth phases, considered separately.
Finally, we assessed the competitive effect of the legume on the cash crop, by studying the
effect of legume biomass growth rate during the two growth phases on the level of WOSR
nitrogen uptake before winter.

For each step, assuming that the effects of species biomass growth rate on the response
variables varied with SMNC, we also tested the effects of SMNC availability and its
interactions with species biomass growth rates. We estimated the regression coefficients for
each explanatory variable by multiple linear regression analyses (Im procedure of R
software). All terms were considered as fixed effects. We did not include year as an
explanatory variable in our statistical analyses.

For identification of the functional traits accounting for legume performance during the two
growth phases, we first calculated Pearson's correlation coefficients and tested their
significance. These correlation coefficients were calculated only for single legumes (we did
not consider the legume mixtures). For the establishment phase, we considered SLA, LA,
LDMC, seed mass, stem leaf biomass ratio measured during the first sampling and legume
height growth rate during the establishment phase as explanatory variables. For the
consolidation phase, we considered the same set of functional traits but we used the legume
height growth rate and stem/leaf biomass ratio measured during the consolidation phase.
Then, for each trait identified as significant, we assessed the link between pairs of variables,
by performing multiple linear regressions with the functional trait considered, SMNC and the
interaction between SMNC and the functional trait considered as explanatory variables for
legume performance. Due to the correlations between explanatory variables, we were unable

to test multiple combinations of traits as factors accounting for legume performance.
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3. Results
3.1 Influence of intercrop performance on the weed regulation service delivered

During the establishment phase (Figure 14), there was a significant effect of the interaction
between intercrop performance and SMNC on weed abundance before winter (Table 3). In
high SMNC conditions, intercrops able to accumulate large amounts of biomass during the
establishment phase significantly decreased weed abundance (estimate=-60.97+£13.62). By
contrast, in low soil mineral nitrogen content conditions, legume performance during the
establishment phase had no significant effect on weed abundance. Intercrop performances
were higher in high SMNC (0.84+0.20 kgDM.ha™.DD™) on average) than in low SMNC
(1.12+0.29 kgDM.ha’.DD™ on average) conditions (p=3.02 x 107 data not shown).
Regardless of soil mineral nitrogen content, intercrop performance during the consolidation
phase (Figure 14) always had a significant effect on the weed regulation service provided
(p=9.4 x 10™, table 1). Higher intercrop biomass growth rates were associated with lower
weed abundance before winter. As in the establishment phase, intercrop performances were
significantly higher in high SMNC (4.08+0.73 kgDM.ha™.DD™ on average) than in low
SMNC (3.21+0.95 kgDM.ha™.DD™ on average) conditions (p=4.4 x 10®; data not shown).
The interaction between legume performance and SMNC was not significant during the

consolidation phase.
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Figure 14 : Relationships between weed abundance before winter and intercrop performance during the

establishment phase (figure a) and the consolidation phase (figure b)
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Table 3 : Regression parameters for weed abundance against intercrop performance and SMNC

P-value
Intercrop performance (consolidation phase) 9.4 x 1074 **=
Intercrop performance (establishment phase) 4.6 x 107 **
SMNC 0.0203 *
Intercrop performance (consolidation phase) X SMNC 0.41
Intercrop performance (establishment phase) X SMNC 0.012 *

Adjusted R?= 0.41

3.2 Competitive relationships between species during the two growth phases

3.2.1 Establishment phase
WOSR and legume performances had strong effects on intercrop performance (p< 2 x 10™°
and p=4.1 x 10™, respectively, Figure 15; Table 4). Higher legume and WOSR performances
were associated with higher intercrop performance. Nevertheless, the performance levels for
the two species clearly indicated that winter oilseed rape made a much greater contribution
than the legume to the performance of the intercrop during the establishment phase. There
was no significant effect of the interaction between legume or WOSR performance and
SMNC on intercrop performance.
Regardless of the legume species considered, the introduction of a legume living mulch
always resulted in the intercrop performing significantly better (p<2 x 107°) than winter
oilseed rape grown alone (0.25+0.17 kgDM.ha’.DD™ more, on average, for intercrop
treatments). SMNC also had a significant effect (p=8 x 10™°) on intercrop performance
(0.27+0.04 kgDM.ha™*.DD™ more, on average, in high SMNC conditions).
SMNC had no significant effect on legume performance during the establishment phase
(p=0.205). Intercrop performance was not affected by SMNC during the establishment phase,
reaching 0.22+0.14 and 0.2620.15 kgDM.ha’.DD™ on average in low and high SMNC
conditions, respectively. By contrast, SMNC had a significant effect on WOSR performance
(p=2.6 x 10, data not shown), with better performances observed in high SMNC (0.86+0.03
kgDM.ha*.DD™) than in low SMNC (0.62+0.03 kgDM.ha™.DD™) conditions.
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Figure 15 : Relationships between intercrop performance and WOSR (figure a) and legume (figure b)

performances during the establishment and consolidation phases (figure ¢ and d, respectively).

Performances (corresponding to species biomass growth rate) are expressed in kgDM.ha*.DD™

Table 4 : Regression parameters for intercrop performance against WOSR or legume performance and

SMNC for the two growth phases considered

Establishment phase

Consolidation phase

WOSR performance
SMNC
WOSR performance X SMNC

Legume performance
SMNC
Legume performance X SMNC

<2 X 10710 Hx
0.1
0.67

4.1 x 1071 *xx
1.4 x 1079 ***
0.34

1.3 x 10710 #x
0.09
3.2 X 1077 #**

1.6 x 108 ***
<2 X 10716 Hkx
0.0017 **
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3.2.2 Consolidation phase
During the consolidation phase, WOSR and legume performances interacted significantly
with SMNC before sowing and this interaction accounted for intercrop performance (Table 4;
Figure 15), resulting in contrasting situations. In low SMNC conditions, both legume and
WOSR performances had significant effects on intercrop performance. Better legume
performance was associated with better intercrop performance (estimated coefficient=
0.67+0.06, p<2 x 10™°). Conversely, in these conditions, better WOSR performance was
associated with a significantly poorer intercrop performance (estimated coefficient=-
0.43%£0.06, p=0.007). Thus, in the presence of small amounts of soil mineral nitrogen,
intercrop performance was strongly dependent on legume performance. In high soil mineral
nitrogen content conditions, both legume and WOSR performances had significant positive
effects on intercrop performance (p=0.04 and p=1.8 x 10-7, estimated coefficient=0.25+0.12
and 0.60+0.11, respectively). Thus, increases in legume and/or WOSR biomass growth rates
resulted in a significant improvement in intercrop performance.
In low SMNC conditions, the introduction of a legume, regardless of the species used,
resulted in a significant increase in intercrop performance during the consolidation phase
(p=1.8 x 10™), with the intercrop biomass growth rate 1.47+0.37 kgDM.ha*.DD™ greater, on
average, than the control biomass growth rate. In high SMNC conditions, the presence of
legumes was also associated with a higher intercrop performance, but this difference was not
significant (0.15+0.31 kgDM.ha™.DD™ more, on average for the intercrops than for winter
oilseed rape grown alone).
As in the establishment phase, SMNC greatly affected WOSR performance (p<2 x 107),
resulting in better performances in high SMNC (3.64+0.09 kgDM.ha™.DD™ on average) than
in low SMNC (1.7620.09 kgDM.ha®.DD™? on average) conditions. By contrast, legume
performances were much better (p<2 x 10™°) in low SMNC (1.45+0.12 kgDM.ha*.DD™ on
average) than in high SMNC (0.44+0.12 kgDM.ha™*.DD™on average) conditions.

3.3 Effects of legume performance on the delivery of disservices

The interactions between legume performance during the two growth phases and SMNC had
a significant effect on the level of nitrogen uptake by WOSR before winter (

Table 5; Figure 16). Legume performance during the establishment phase was inversely
correlated with WOSR N uptake before winter in high SMNC conditions (p=0.04, slope

estimation=-28.8+13.9). In low SMNC conditions, the interaction between these two variables

81



Chapitre 2 - The functional traits of LLM determine their performance and the weed regulation service they
provide to WOSR in autumn

was not statistically significant (p=0.13), but estimation of the slope of the regression line
(19.8+13) suggested that better legume performance tended to be associated with slightly
higher levels of nitrogen uptake by the WOSR before winter. Nevertheless, legume
performance had no significant effect on the rate of nitrogen acquisition by winter oilseed
rape and did not interact with SMNC either (data not shown), consistent with an absence of
direct competition between the legume and the WOSR during this growth phase.

Regardless of SMNC levels, better legume performance during the consolidation phase was
associated with lower levels of N uptake by WOSR (p=0.0016 in low SMNC and p=0.03 in
high SMNC conditions). This effect was strongest at high SMNC (estimated regression
coefficients=-4.8£1.5 in low SMNC and -7.1+3.3 in high SMNC conditions). Moreover,
legume performance was inversely correlated with WOSR nitrogen acquisition rate in the
consolidation phase, for both levels of SMNC (data not shown). Thus, direct competition
occurred between the legume and the WOSR during the consolidation phase.

Establishment phase Consolidation phase
= (=1
el © 20120N | 2 o 2012 ON
- A 2013 0N a A 2013 0N
. © 2012N n o 2012 N
N a = A 2013 N LA A 2013 N

g
Z 34
-"3 - o
2 8 ? “ o
L] \ A
g . R a
] CGo o
: :
o | o o) o | [ o
& o o ° g o o “ % 0w’ o ©
o o 8 g° o g o oo ©
= oom’pooo'ﬂ HoO & [+ 33020 o
¢ A a
2 ngaﬁg§& £ 0% A o o af“_% Lo &
£ N A B A S A N a
o =
T T T T T T T T T
0.0 0.2 0.4 06 0.8 0 1 2 3 4 5
Legume performance (kgDM.ha™".DD") Legume performance (kgDM.ha™'.DD"")

Figure 16 : Relationships between WOSR nitrogen uptake before winter and legume performance during
the establishment phase (figure a) and the consolidation phase (figure b)

Table 5 : Regression parameters for WOSR nitrogen uptake before winter against intercrop performance
and SMNC

P-value
Legume performance (consolidation phase) <2 x 1070 *x*
Legume performance (establishment phase) 2.5 x 107 ***
SMNC <2 X 10710 **
Legume performance (consolidation phase) X SMNC 0.041 *
Legume performance (establishment phase) X SMNC 0.012 *
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3.4 Functional traits underlying legume performance

Legume performance during the establishment phase was found to be positively correlated
with leaf area (p=5.9 x 10™), seed mass (p=1.2 x 10™) and height growth rate (p=7.8 x 10™),
whereas legume biomass growth rate was significantly negatively correlated with leaf dry
matter content (p=3.0 x 10°, Table 6). The correlations for leaf size and height growth rate
were particularly strong (Figure 17), with Pearson's coefficients of 0.64 (with a significant
effect, p<0.001) for both these variables. There was no significant interaction between these
functional traits and SMNC to account for legume performances during the establishment
phase and SMNC had no significant effect on legume height growth rate during the

establishment phase or on leaf area.

Table 6 : Pearson's correlation between legume performances during the establishment and consolidation
phases and functional traits. SLA: Specific leaf area, LDMC: Leaf dry matter content, LA: Leaf size

Legume performance - Establishment phase

Pearson's coefficient | P-value
SLA 0.08 0.46
LDMC -0.43 3.0x10”
LA 0.64 5.9 x 10™
Stem/leaf biomass ratio -0.2 0.07
Seed mass 0.41 1.2 x 10
Height growth rate 0.64 7.8x10™

Legume performance - Consolidation phase

Pearson's coefficient | P-value
SLA 0.04 0.75
LDMC -0.33 1.9x10°
LA 0.32 2.9x10°
Stem/leaf biomass ratio 0.22 5.1 x 10%
Seed mass 0.18 0.11
Height growth rate 0.42 8.2 x 10®
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Figure 17 : Relationships between legume performance, during the establishment (figure a b) and
consolidation (Figure c) phases, and explanatory functional traits. Height growth rates were calculated for
each of the growth phases considered

During the consolidation phase, legume height growth rate was significantly positively
correlated with legume performance, yielding the highest Pearson's coefficient for this phase,
0.42 (Table 6). The multiple linear regression analysis also revealed a significant interaction
between legume height growth rate and SMNC (p=0.029). The slope of the regression line for
legume height growth rate and legume performance was greater in low SMNC conditions
(24.2+3.8, R?=0.36) than in high SMNC conditions (13.4%3.0, R*=0.60, Figure 17c). LDMC
and LA were also significantly correlated with legume performance during the consolidation

phase, but the Pearson’s correlation coefficients obtained were relatively low (Table 6) and
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linear regression analysis showed that only a small proportion of the variability was explained
by these variables (R?=0.10 and 0.09 for these two variables).

4. Discussion

4.1 Legume performance determines the weed regulation service provided and
competition with WOSR during the autumn

As shown in other studies of the intercropping of a cash crop with a legume living mulch,
legume biomass growth rate accounted for much of the greater weed control afforded by the
intercrop than by the cash crop alone; however, it also accounted for the depressive effect of
intercropping on cash crop performances (den Hollander et al. 2007b; Hiltbrunner et al.
2007a; Carof et al. 2007a). Regardless of the species introduced, better legume performance
was always associated with a better performance of the legume-winter oilseed rape intercrop.
Legume biomass acquisition is thus a key function governing both the weed regulation
service and the disservices provided by legumes during intercropping.

Contrary to our initial assumptions and published results (Uchino et al. 2009; Fayaud et al.
2014), competition phenomena occurring during the establishment phase did not determine
either the weed regulation effect or nitrogen uptake by the WOSR. Indeed, there was no direct
competition between species during this growth phase and intercrop performances were
related exclusively to the weed regulation effect in high SMNC conditions. Contrary to what
was found in low SMNC conditions, the legume species with the best performance during the
establishment phase in high SMNC conditions were associated with a greater ability to
outcompete weeds and winter oilseed rape in terms of nitrogen uptake.

Species performances during the consolidation phase had a more determinant effect on the
services and disservices studied. The ability of the intercrop to accumulate large amounts of
biomass (i.e. intercrop performance) during the consolidation phase had a strong effect on the
reduction of weed abundance, regardless of SMNC. Legume performance accounted for this
greater intercrop biomass growth rate well, and legumes made a much greater contribution to
intercrop biomass accumulation in low SMNC conditions. However, despite the better
performance of legumes in low SMNC than in high SMNC conditions, legumes depressed

winter oilseed rape nitrogen acquisition rate more strongly at high SMNC.
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4.2 Use of functional traits to explain and understand legume performance

Regardless of nitrogen availability or the growth phase considered, legume height growth rate
was the most relevant functional trait for understanding legume performance. In all conditions
tested, the legume species most able to grow rapidly in the vertical plane were associated with
the best performances in terms of legume biomass growth rate (and legume leaf area growth
rate, Annexe 7). Indeed, plant height is often considered to be a functional trait associated
with competitive vigour (Cornelissen et al. 2003), and this association has been highlighted
particularly in cash crop-legume living mulch systems (den Hollander et al. 2007b; Carof et
al. 2007b). The importance of leaf area, which is associated with the size of the
photosynthetic organ (Pierce et al. 2013) and was found to be positively correlated with
legume performance, also highlighted the role of competition for radiation as a fundamental
mechanism explaining the performance of the living mulch in autumn, as in other examples of
cash crop-living mulch intercrop systems (Bilalis et al. 2010; Carof et al. 2007a & 2007b).
Indeed, the competive ability of a species is known to be related to the structure of its canopy
and its shading ability (Seavers and Wright 1999; Wallace et al. 1991), and the ability of the
legume to increase its competitiveness for radiation in intercrops may partly account for its
performance in weed regulation. Moreover, other investigations in this experiment also
showed that the legume species with the best performances were associated with greater
WOSR epicotyl elongation during the autumn than observed for WOSR grown alone
(significant only in 2012, Annexe 8), suggesting that the presence of the legume in these cases
also increased the intensity of competition for radiation with the cash crop. WOSR epicotyl
growth is favoured when interspecific competition for radiation is intense (Dejoux 1999).
Legume performance appeared to be more strongly related to functional traits during the
establishment phase than during the consolidation phase, and LDMC and seed mass were also
significantly correlated with legume performance. These results are consistent with those of
Gardarin et al. (2010), Uchino et al. (2011) and Fayaud et al. (2014), who found that initial
biomass was positively correlated with seed mass. The relationship between LDMC and
legume performance found here (significant negative correlation) was relatively weak, but
was also consistent with the tendency of the species to present strong potential relative growth
and to be productive when LDMC was low (Cornelissen et al. 2003).

During the establishment phase, when there was no significant competition between legumes
and the cash crop, and SMNC had no significant effect on the early growth of the species,

legume performance was more closely related to resource acquisition strategies. This explains
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why the general relationships between legume performance and functional traits identified in
comparative ecology studies of wild species (Pierce et al. 2013; Westoby et al. 1998) were
also identified in the legume species studied here, for various traits (LDMC, leaf area, seed
mass, height). By contrast, during the consolidation phase, SMNC strongly conditioned the
level of competitiveness of the WOSR and, thus, affected legume performance. For this
reason, we believe that the relatively low significance of the correlations between legume
performance and functional traits in agroecosystems with high levels of anthropic disturbance
was probably due to a greater influence of environmental conditions in these systems, rather
than intrinsic differences in resource acquisition strategies. Like Tribouillois et al. (2015), we
identified significant correlations, but the proportion of variability in legume performance
explained by these functional traits was relatively low and depended on the growth period and
level of SMNC considered.

Tardy et al. (2015) and Tribouillois et al. (2015a) suggested that domestication and breeding
might have modified the traits of these cultivated species, with the selection of greater
homogeneity in competitive ability. It may therefore be more difficult to detect differences in
resource acquisition strategies and growth performances for these species than for wild
species. The simultaneous consideration of other functions and of mechanisms of competition
occurring between intercrops and weeds, such as belowground competition/facilitation
mechanisms (Hauggaard-Nielsen and Jensen 2005; Corre-Hellou et al. 2005; Jamont et al.
2013) or allelopathy (Wezel et al. 2014), and the functional traits involved in these

mechanisms would also probably improve our understanding of intercrop functioning.

4.3 SMNC before sowing is an important environmental filter to be taken into account

Soil mineral nitrogen content was an important environmental filter for understanding the
functioning of winter oilseed rape-legume living mulch intercrops during the autumn. Indeed,
it modified the responses of the legumes in terms of both their own performance and their
effects on the intercrop and the cash crop. These changes in legume responses and effects also
differed between the growth phases considered.

During the establishment phase, the SMNC had no significant effect on legume performance.
However, the effects of legume performance on the services and disservices delivered
depended on SMNC during this period. SMNC did not affect the influence of legume
performance on intercrop performance or the rate of nitrogen acquisition by the WOSR, but

legume performance affected the amount of nitrogen taken up by the WOSR before winter in
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conditions of high SMNC. Similarly, intercrop performance also affected weed abundance,
with high intercrop performance decreasing weed abundance before winter.

During the consolidation phase, legume performance was much higher in low SMNC than in
high SMNC conditions. The effects of legume performance during the consolidation phase
were also key determinants of intercrop performance (and, consequently, of the weed
regulation effect) and of disservices to WOSR, in both low and high SMNC conditions.
Regardless of SMNC, higher rates of legume or intercrop biomass growth were associated
with more intense competition with the cash crop or weeds. These competitive relationships
were stronger in high SMNC than in low SMNC conditions.

5. Conclusion

Legume performance, in terms of biomass growth rate, was found to be a key determinant of
weed regulation (service) and competition with the cash crop (disservice). Functional traits
describing the ability of legume species to intercept radiation, their height growth rate and
leaf area were the most relevant for explaining legume performance, regardless of SMNC
before sowing. These functional traits explained about half the variability of performance.
Competition between species during the establishment phase had no great effect on intercrop
performance and its effect was significant only if the SMNC was high. By contrast,
competition between species during the consolidation phase was a key determinant of weed
regulation and competition with the cash crop. Regardless of SMNC, legumes able to
accumulate large amounts of biomass during the consolidation phase competed strongly with
both weeds and WOSR.

In winter oilseed rape-legume living mulch intercrops, SMNC before sowing was an
important environmental filter conditioning the response of legumes in term of performance,
mostly during the consolidation phase, and determining the effects of intercropping on weed

regulation (an ecosystem service) and competition with WOSR (a disservice).
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Undersowing winter oilseed rape with a frost-sensitive legume living mulch:

consequences for cash crop nitrogen nutrition
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LINRA, UMR211 Agronomie, F-78850 Thiverval-Grignon, France
? AgroParisTech, UMR211 Agronomie, F-78850 Thiverval-Grignon, France

Abstract

The use of legume cover crops as green manure is often seen as an effective way of supplying
the next crop with nitrogen. For winter oilseed rape (WOSR), which requires large amounts of
nitrogen in the spring, the introduction of a frost-sensitive legume living mulch (which is
killed off during the winter) is a promising way to decrease mineral N fertiliser inputs.

The aim of this study was to assess the potential of several frost-sensitive legumes, grown as
intercropped living mulches, to provide WOSR with a biological nitrogen supply during the
spring. We carried out a field trial over two growing seasons, comparing seven legume
species and three legume mixtures intercropped with WOSR, and two levels of soil mineral
nitrogen content before sowing. The presence of legumes, living during the autumn and dead
during the spring, was generally associated with greater nitrogen uptake by oilseed rape, with
20 to 40 kgN.ha™ taken up by the end of flowering, than for WOSR as a sole crop. Studies
with N-labelled nitrogen fertiliser demonstrated that this nitrogen bonus was due to the
mineralisation of legume residues, together with other mechanisms, such as increases in

nitrogen fertilisation use efficiency and soil organic matter mineralisation.
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1. Introduction

Intensive agricultural production is highly dependent on nitrogen fertilisation, but only 30 to
50% of the nitrogen fertiliser applied globally is actually taken up by the crop (Tilman et al.
2002). Nitrogen is lost through various mechanisms, leading to changes in biogeochemical
nitrogen fluxes that greatly destabilise the Earth’s homeostasis (Steffen et al. 2015) and affect
ecosystems functioning (Tilman et al. 2001; Cameron et al. 2013).

One of the principal arable crops grown in Western Europe, winter oilseed rape (WOSR),
requires particularly large amounts of nitrogen fertiliser. In France, the mean rate of nitrogen
application reached 169 kgN.ha-1 in 2011 (AGRESTE 2014). The area under WOSR has
rapidly increased in recent decades, due to the use of this crop as a biofuel (Schott et al. 2010;
van Duren et al. 2015). There is thus an urgent need to decrease mineral fertiliser inputs and
to increase the efficiency of fertilisation practices for WOSR.

Organic mulches of plant residues provide an interesting source of biological nitrogen for
cash crops. Legumes, grown as cover crops or as green manure, have frequently been shown
to have positive effects on the following cash crop, particularly for spring crops (Liebman et
al. 2012; Nagumo et Nakamura 2013; Amosse et al. 2014). However, as WOSR is generally
preceded in the rotation by cereals (Schott et al. 2010), the period available for the growth of
a cover crop is very short, making it impossible to produce significant amounts of legume
biomass.

The introduction of a frost-sensitive legume living mulch (Cadoux et al. 2015) may be an
effective way of providing the WOSR crop with biological nitrogen during the spring. After a
period of simultaneous growth, winter temperatures should kill off the legume, providing a
source of nitrogen for mineralisation, fixed or taken up by legumes in the autumn, for use by
WOSR in the following spring. Moreover, as shown in previous studies (Cadoux et al. 2015;
chapter 1), this approach should provide other ecosystem services, such as weed regulation
and lower levels of rape winter stem weevil damage. The living mulch species must fix and/or
absorb a significant amount of nitrogen within a short period of growth (from the end of
August to mid-November), minimising competition with WOSR for nitrogen uptake, for such
a system to be effective. The symbiotic nitrogen fixation system of legumes generally results
in an absence of competition with non-legume crops, particularly at low levels of mineral
nitrogen availability (Naudin et al. 2010). Moreover, the dynamics of organic nitrogen
mineralisation from legume residues should be adapted to the dynamics of N uptake by the

cash crop, thereby decreasing the need for mineral nitrogen fertiliser applications.
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In WOSR-LLM intercrops, the organic nitrogen present in the legume residues remains at the
soil surface as a dead mulch, resulting in a pattern of mineralisation dynamics different from
that observed when these residues are incorporated (Coppens et al. 2006). The incorporation
of legume residues may lead to higher (Yamawaki et al. 2014) or lower (Corbeels et al. 2003)
levels of nitrogen mineralisation, depending on the quality of the residues concerned.
However, Dejoux et al. (2000) showed that some of the nitrogen derived from dead leaves of
WOSR that detach from the plant during the winter (with a low C:N ratio) was absorbed by
WOSR during the subsequent spring, potentially providing several dozen kgN.ha™. This
suggests that non-mature legume residues, with their low C:N ratio (Tribouillois et al. 2015b),
could provide significant amounts of nitrogen to WOSR crops.

The aim of this study was to assess the potential effect of a frost-sensitive legume living
mulch on the supply of biological nitrogen to WOSR during the spring. We assessed the
effects of different legume species and growth conditions (including inorganic soil nitrogen
availability before sowing, in particular).

2. Materials and methods
2.1 Field experiment

A field trial was carried out during two growing seasons in 2012-2013 and 2013-2014 at the
INRA experimental station at Grignon (48.9°N, 1.9°E). The soil was an orthic-luvisol (FAO
classification), with 250 g.kg™ clay, 670 g.kg™ silt and 80 g.kg™ sand in the uppermost 30 cm
(for a precise description, see chapter 1). The soil mineral nitrogen content (SMNC) before
sowing reached 33 and 30 kgN.ha™ in the 0-30 cm layer, 24 and 11 kgN.ha™ in the 30-60 cm
layer and 18 and 4 kgN.ha™ in the 60-90 cm layer, in 2012 and 2013, respectively. The two
growing seasons were characterised by higher cumulative precipitation totals than the 20-year
average and a drier than usual early spring period (in March and April, Figure 18). The
months of January to May in 2013 were colder than the 20-year average.

During the winter of 2012-2013, the mean temperature was below 0°C on 14 days from early
December to February. The minimum mean temperature recorded was -3.8°C. In the winter
of 2013-2014, none of the days had a minimum temperature below 0°C, the coldest

temperature recorded being 0.1°C, in early December.
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Figure 18 : Rainfall and temperature at the Grignon station in the growing seasons of 2012-2013 and
2013-2014, as compared with average data (1993-2013). The bars indicate the cumulative monthly rainfall
(white: average for 1993-2013; light grey: 2012-2013, dark grey: 2013-2014). The symbols above the bars
indicate the mean temperature of the corresponding growing season (*: 1993-2013, [t 2012-2013, A: 2013-
2014)

2.2 Experimental design

We compared seven species of legume sensitive to the frost levels found in the local climatic
conditions: fenugreek (Trigonella foenum-graecum, cv. Fenusol), spring faba bean (Vicia
faba, cv. Espresso), grass pea (Lathyrus sativus, cv. Fertigess), lentil (Lens culinaris, cv.
Fentille), field pea (Pisum sativum, cv. Rif), berseem clover (Trifolium alexandrium, cv.
Tigri), spring common vetch (Vicia sativa, cv. Marianna). We also used three mixtures of
legumes: lentil-grass pea-fenugreek, lentil-faba bean and common vetch-faba bean-berseem
clover. A control treatment, with winter oilseed rape (WOSR) as a sole crop, was also
implemented.

Legumes were broadcast sown at 75% the recommended rate for a sole crop, and the seeds
were incorporated into the uppermost 3 cm of soil by light tillage. For legume mixtures, the
sowing density was reduced proportionally, according to the number of species. WOSR
(Brassica napus, cv. Alpaga) was then sown at a density of 50 seeds.m?, in accordance with
local practices. The legumes and the WOSR were sown the same day (i.e. August 23", 2012
and August 22", 2013). We simulated different soil nitrogen availabilities, by applying 100

kgN.ha™ fertiliser (as ammonium nitrate) to half the trial just before sowing and leaving the
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other half of the plots without nitrogen fertiliser. Finally, the crop was irrigated to ensure
uniform emergence, at a rate of 50 mm.ha™ in 2012 (25 mm.ha™ on August 28" and 25
mm.ha™ on September 5™) and 20 mm.ha™ in 2013 (on August 27").

The experimental design was a split plot with two factors: legume living mulch species
(LLM) and soil mineral nitrogen content (SMNC) before sowing. The treatments — 10 living
mulches intercropped with winter oilseed rape and 1 control treatment, with two levels of
SMNC — were established in 3.5 x 12 m plots, with three replicates and randomisation for
the LLM factor, giving 66 plots in total.

Pests and diseases were controlled by the application of appropriate pesticides. A single
application of 1.5 L.ha™ Kerb flo (propyzamide, Dow AgroSciences) was performed at the
start of the winter, in both years, to kill off cereal regrowth. No herbicide specific for dicots
was applied in autumn, to prevent damage to the LLM, but weed competition was negligible
in both years. The low temperatures of the 2012-2013 winter were sufficient to kill off all the
LLM plants. However, the winter of 2013-2014 was unusually mild and only field pea was
killed off (common vetch and berseem clover were partially killed off), thanks to the low
temperatures in early December. A herbicide for broad-leaved weeds was therefore applied on
March 5" 2014, to kill off the remaining LLM (0.4 L.ha™ of Lontrel 100, clopyralid, Dow
AgroSciences). The same herbicide was applied to all treatments, to prevent experimental

bias.
2.3 Nitrogen fertiliser applications

The rates of nitrogen application in the spring were calculated by the nitrogen balance method
(Reau and Wagner 1998), based on measurements of WOSR nitrogen uptake before and after
the winter, the available SMNC after the winter and determinations of target yields based on
the regional reference (i.e. 3.8 t.ha™). The main objective of this study was to obtain a precise
measurement of the potential uptake of surplus nitrogen by WOSR in intercropping situations
(through comparison with the control treatment) and the proportions of the nitrogen taken up
by WOSR originating from spring fertiliser applications and mineralisation. We maximised
nitrogen uptake and minimised the risk of nitrogen loss, taking into account the unknown
level of mineralisation of the organic nitrogen present in the dead legume mulch, by
underfertilising the crop. We subtracted the maximum nitrogen uptake by the LLM before

winter from the recommended rate of nitrogen fertiliser calculated by the balance sheet
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method for the sole crop. Thus, all treatments (intercrops and the control treatment) were
fertilised at the same rate, calculated per year x SMNC combination.

Based on our calculations, we applied 130 kgN.ha™ in 2013 to the low and high SMNC
treatments, and 90 kgN.ha™ to the low SMNC treatment in 2014. No nitrogen fertiliser was
required for the high SMNC plots in 2014 according to our calculations. In 2013, we split the
total rate into two applications of 60 kgN.ha™ on March 5™ and 70 kgN.ha™ on April 4™. In
2014, fertiliser was applied at the lower rate, once only, on March 6.

We used 15N-labelled fertiliser, to make it possible to distinguish between nitrogen derived
from mineralisation (soil organic matter and legume residues) and the nitrogen applied as
fertiliser in the spring. We delineated fixed microplots (0.72 and 1 m? in 2012-2013 and 2013-
2014, respectively), onto which we spread the 15N-labelled fertiliser. For the sole crop, we
also delineated a second fixed microplot, onto which we applied unlabelled nitrogen fertiliser.
The ammonium nitrate solution (with a 15NOs-labelled 1% excess), was applied carefully to

the plots, at a rate of 160 mL per microplot, with syringes, to prevent leaf contamination.
2.4 Data collection and plant sampling

WOSR and LLM were sampled for aerial biomass determination before the winter (on
November 5" 2012 and November 18" 2013), from 0.72 and 1 m? plots for each replicate, in
2012 and 2013, respectively. This period was considered to correspond to the end of the
growing season for the LLM. We sampled the biomass from the central five rows, leaving 2 x
2 rows at the edges of each plot. We then determined aerial biomass by weighing, after drying
at 80°C for 48 hours. The shoot biomass samples of the WOSR and the LLM were then
ground (0.5 mm grid) and their nitrogen content was analysed by Dumas’ method (1831).

For assessments of total nitrogen uptake by WOSR during the entire growth cycle and to
prevent confusion between the effects of the mineralisation of dead WOSR leaves and that of
the dead legume mulch during the spring, we periodically removed dead leaves (resulting
from natural senescence and/or frost damage) from the fixed microplots before they reached
the ground. For each microplot, we the grouped the samples (after drying) collected from
mid-October (the start of leaf loss) until the first application of 15N-labelled fertiliser. Total
nitrogen content was then analysed by Dumas’ method, to determine nitrogen losses in dead
leaves (in kgN.ha™). Finally, we grouped together the samples from the first application of

15N fertiliser until the end of flowering.
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At the stage of maximum nitrogen absorption, corresponding approximately to the end of
flowering (May 22™ 2013 and April 29™ 2014), we selected 0.25 and 0.5 m® subplots from
the middle of the 0.72 and 1 m? fixed microplots in 2013 and 2014 respectively. Taproot and
shoot biomasses were removed from this subplot and washed to remove all the soil. The
samples were then dried at 80°C for 48 hours. Root, shoot and dead leaf samples (after the
application of 15N-labelled fertiliser) were then ground (passage through a 0.5 mm grid) and
0.5 to 0.7 mg subsamples were weighed out. Isotopic excess was then determined by mass
spectrometry.

Soil samples were removed with a mechanical probe before winter, after winter and at the end
of flowering, from three layers: 0-30, 30-60 and 60-90 cm. Three samples per replicate were
obtained before and after winter. At the end of flowering, two soil samples were removed
from within the fixed microplots. Soil mineral nitrogen content before winter, after winter and
at the end of flowering was then determined by extraction with KCI (50 g soil in 100 mL of 1
mol.L™" KCI solution) followed by standard colorimetric methods.

2.5 Data processing and calculations

Nitrogen nutrition index (NNI) was calculated before winter, as described by Colnenne et al.,
(1998). NNI was defined as follows:

NNI=N;/ 4.63 when W<1.18 t.ha™

NNI=N;/ (4.48 x W°®)  when W>1.18 t.ha™
where N is the nitrogen concentration of the shoot biomass and W is the shoot biomass,
expressed in t.ha™. At the end of flowering, we calculated the percentage of the nitrogen
present derived from fertiliser for each fraction (shoot biomass, root biomass and dead leaves
collected after the first application of 15N-labelled fertiliser). For each treatment, the excess
of the 15N isotope (i.e. the isotopic abundance of a sample corrected for the isotopic
abundance of the air) was compared with that for the corresponding control treatment (i.e.
sole crop fertilised with unlabelled nitrogen) and weighted according to the isotopic excess of
the fertiliser applied. Calculations were carried out for each replicate. We then calculated the
amount of nitrogen derived from fertiliser, by multiplying the percentage of nitrogen derived
from fertiliser by the amount of nitrogen in the corresponding fraction (shoot, root or dead
leaves). Nitrogen derived from mineralisation was deduced by subtracting the fraction derived

from fertilisation from the total amount of nitrogen in the corresponding compartment.
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2.6 Statistical analysis

We performed a three-factor analysis of variance to assess WOSR and LLM nitrogen uptake,
and soil mineral nitrogen content before and after winter, with the aov procedure of R
software (R Core 2006). LLM and SMNC before sowing were treated as fixed effects. Data
were transformed with log functions if the results of Shapiro normality tests or Bartlett’s test
for the homogeneity of variances were not significant.

We investigated the impact of introducing a LLM on nitrogen uptake by WOSR (before
winter and at the end of flowering), by analysing the effects of SMNC before sowing, year
and LLM treatment on the difference between nitrogen uptake for the intercrop and the
control treatment, with the Im procedure of R software. These differences were calculated per
year X replicate combination. The objective was to determine whether these differences were

significantly different from zero.

3. Results
3.1 Nitrogen balance before spring

3.1.1 LLM nitrogen uptake

Legume living mulch nitrogen uptake was highly dependent on LLM treatment, year and
SMNC and on interactions between these factors (p<0.05).

Regardless of the growth conditions, LLM treatment had a significant effect on the amount of
nitrogen taken up and/or fixed by the LLM (p<0.05). In 2012-2013, LLM nitrogen uptake at
the beginning of winter ranged from 3 to 23 kgN.ha™ in low SMNC conditions and from 4 to
28 kgN.ha® in high SMNC conditions (Figure 19). In 2013-2014, LLM nitrogen uptake
ranged from 26 to 79 kgN.ha™ in low SMNC conditions, and from 1 to 51 kgN.ha™ in high
SMNC conditions. In 2013-2014, contrary to 2012-2013, LLM nitrogen uptake was
significantly greater in low SMNC than in high SMNC conditions (p<0.05).

Faba bean, berseem clover and the common vetch-faba bean-berseem clover mixture
contained the largest amounts of nitrogen in all growth conditions (they were always in the
first ANOVA group). Fenugreek, grass pea, lentil and lentil-grass pea-fenugreek had a much

lower nitrogen uptake potential, as they belonged to the last group.
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Figure 19 : Legume nitrogen uptake before winter in conditions of low and high soil mineral nitrogen
content (SMNC) before sowing in 2012 and 2013. Letters indicate significant mean differences between
LLM treatments for each year x SMNC combination in Student-Newman-Keuls tests, with a significance
threshold of p=0.05. Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp: grass pea, Le: lentil, LeFb: lentil-faba bean,
LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc: berseem clover, Cv: common vetch, CvFbBc:

common vetch-faba bean-berseem clover

3.1.2 WOSR nitrogen uptake before and after winter
The difference in nitrogen uptake by WOSR before winter between intercrops and the sole
crop was significantly affected by year (p=0.0127) and SMNC before sowing (p=0.0275),
whereas LLM treatment had no significant effect. This difference amounted to 2 and 9

kgN.ha™ for low and high SMNC conditions, respectively, on average (Table 7). Thus, in
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high SMNC conditions, the difference between intercrops and the sole crop was significantly
different from zero (p=3 x 10™).

The difference in nitrogen uptake between intercrops and the sole crop after winter was
significantly affected by year (p=4.2 x 10®) and the interaction between year and SMNC
before sowing (p=6.4 x 10). In 2012-2013, the difference between intercrops and the sole
crop was 7.6 kgN.ha™ in low SMNC conditions and 25.2 kgN.ha™ in high SMNC conditions
(significantly different from zero, p=5.9 x 10™) on average. It ranged from -5.7 to 11.2
kgN.ha™ on average for berseem clover and grass pea, respectively. In 2013-2014, the
difference ranged between -4.6 and 10 kgN.ha™ for grass pea and lentil-faba bean,
respectively, but there was no significant effect of LLM treatment or SMNC.

Table 7 : WOSR nitrogen content before and after winter for the two growing seasons, 2012-2013 and
2013-2014 (kgN.ha™), for the two levels of soil mineral nitrogen content (SMNC). The data shown are the
means of the three replicates (+ the standard deviation). LeFb: lentil-faba bean, LeGpFe: lentil-grass pea-
fenugreek, CvFbBc: common vetch-faba bean-berseem clover

LOW SMNC HIGH SMNC
Before winter After winter Before winter After winter
Treatment 2012- 2013- 2012- 2013- 2012- 2013- 2012- 2013-

Control treatment 47 +£5 22+3 65+8 39+11] 654 101 +8 69+21 133+20

Fenugreek 51 +13 21+7 | 63+£12 43+6 | 88+11 104+16 | 103+15 142+16
Faba bean 42+8 23+3 | 69+12 375 | 71+1 94+11 | 89+18 10619
Grass pea 46 £6 17+1 [ 78+£10 34x2 ] 83 1071 96+13 144 +39
Lentil 49+3 202 | 67+7 35+4 | 70+13 104+26 | 89+15 136+22
LeFb 44 £ 2 16+5 [ 84+10 49+26]59+15 9% +5 783 134 +8
LeGpFe 44+10 19+2 | 72+2 39+9 | 88+15 120+24 | 92+8 130+25
Field pea 47+8 18+2 50+3 44+5 | 7322 76%13 93+4 11827

Berseem clover 48 +0.4 14+4 66+1 37x14]57+x12 120+x21 | 74+11 109%29
Common vetch 57+5 23+4 63+4 42+9 | 79+18 1016 102+6 127 =27
CvFbBc 52 +8 21+3 68 +7 37+7 | 80+10 103+20 85+8 125+15
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Figure 20 : Winter oilseed rape nitrogen nutrition index (NNI) before winter in conditions of low and high
SMNC before sowing. The symbols above the bars indicate the treatments for which WOSR NNI was
significantly higher than that for the control treatment: p<0.1 (m), p<0.05 (*), p<0.01 (**) and p<0.001
(***). CT: control treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp: grass pea, Le: lentil, LeFb: lentil-faba
bean, LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc: berseem clover, Cv: common vetch, CvFbBc:

common vetch-faba bean-berseem clover

3.1.3 WOSR nitrogen nutrition index before winter
In conditions of low SMNC before winter, the NNI of WOSR ranged from 0.74 to 0.97 in
2012-2013 (when intercropped with lentil-grass pea-fenugreek and common vetch,
respectively) and from 0.42 to 0.55 in 2013-2014 (for the control treatment and the intercrop
with fenugreek, respectively; Figure 20). LLM treatment had a significant effect (p=0.02).

Fenugreek, field pea, berseem clover, common vetch and the common vetch-faba bean-
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berseem clover mixture treatments resulted in NNI values significantly higher than that for
the control treatment (p<0.05). In high SMNC conditions, the NNI of WOSR ranged from
0.92 to 1.21 in 2012-2013 (for intercrops with lentil and lentil-grass pea-fenugreek,
respectively) and from 0.87 to 1 in 2013-2014 (for the control treatment and the intercrop
with lentil-grass pea-fenugreek, respectively), but LLM treatment had no effect.

After winter, SMNC had a significant effect on the NNI of WOSR similar to that observed
before winter (p<0.05, data not shown). In conditions of low SMNC, the NNI of WOSR
reached 1.09 in 2012-2013 and 0.63 in 2013-2014. In conditions of high SMNC, it reached
1.18 and 0.89 in 2012-2013 and 2013-2014, respectively, for the control treatment. LLM
treatment had no effect on the NNI of WOSR after winter.

3.1.4 Soil mineral nitrogen content before and after winter

Soil mineral nitrogen content before winter reached 32 and 104 kgN.ha™ for low and high
SMNC before sowing, respectively, in 2012-2013 and 17 and 21 kgN.ha™ for low and high
SMNC before sowing, respectively, in 2013-2014, for the control treatment (Figure 21). The
year X SMNC before sowing interaction had a significant effect on SMNC before winter. In
2012-2013, available SMNC before sowing had a significant effect on the SMNC before
winter (p<107°). On average, it reached 32 in low SMNC conditions and 51 kgN.ha™ in high
SMNC conditions, but LLM treatment had no effect. In 2013-2014, SMNC before sowing
also had a significant effect on SMNC before winter (p=1.5 x 10°®), which reached 17 and 21
kgN.ha™ in low and high SMNC conditions, respectively. By contrast, LLM treatment had no
significant effect.

After winter, soil mineral nitrogen content was also significantly affected by the interaction
between year and SMNC before sowing. In 2012-2013, it reached 15 and 28 kgN.ha™ in low
and high SMNC conditions, respectively (significant effect at p=6 x 10™%). LLM treatment
had no effect in 2012-2013. In 2013-2014, LLM treatment significantly affected the level of
SMNC after winter (p=0.0273). Faba bean (p=0.0256), berseem clover (p=0.0449) and field
pea (p=0.0594) yielded a higher SMNC after winter than the control treatment, with 15, 20
and 13 more kgN.ha™, respectively, in intercrops. SMNC after winter reached 28 and 22
kgN.ha® in low and high SMNC conditions, respectively, for the control treatment, but

SMNC before sowing had no effect.
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Figure 21 : Soil mineral nitrogen content before and after winter in the 0-90 cm layer for low and high
SMNC before sowing, in 2012-2013 and 2013-2014. CT: control treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean,
Gp: grass pea, Le: lentil, LeFb: lentil-faba bean, LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc:
berseem clover, Cv: common vetch, CvFbBc: common vetch-faba bean-berseem clover

3.2 Consequences of the introduction of a LLM for the spring nitrogen uptake of
WOSR

3.2.1 Nitrogen content in the aerial biomass at the end of flowering
SMNC before sowing had a significant effect on the difference in aerial biomass nitrogen
content between intercrops and the sole crop (i.e. the nitrogen bonus) at the end of flowering
(p=0.027). The bonus ranged from -5 to 45 kgN.ha™ in low SMNC conditions for lentil-faba
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bean and lentil, respectively, and from -22 to 35 kgN.ha™, in high SMNC conditions, for faba
bean and field pea, respectively. The mean bonus with respect to the control treatment was
19.5 kgN.ha™ for low SMNC and 0.5 kgN.ha™ for high SMNC (Figure 22). Year had no
effect on the aerial nitrogen bonus.

LLM treatment also significantly affected the aerial nitrogen bonus (p=0.043). Significant
differences were detected for common vetch-faba bean-berseem clover, lentil-grass pea-
fenugreek, field pea, grass pea and common vetch (p<0.05), resulting in nitrogen bonuses of
39, 35, 34, 33 and 30 kgN.ha™ nitrogen on average. A significant difference was also detected
for lentil if a threshold of p=0.1 was used (23 kgN.ha™ nitrogen bonus on average). The

nitrogen bonus was small or negative for lentil-faba bean and faba bean.
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Figure 22 : Nitrogen uptake in aerial biomass at the end of flowering in conditions of low and high SMNC
before sowing for the two years of experiment. The data shown are the differences between LLM
treatments and the control treatment. The symbols below the histograms indicate treatments for which
the difference in the amount of nitrogen is significantly different from 0 at p<0.1 (.), p<0.05 (*), p<0.01 (**)
and p<0.001 (***). CT: control treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp: grass pea, Le: lentil, LeFb:
lentil-faba bean, LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc: berseem clover, Cv: common

vetch, CvFbBc: common vetch-faba bean-berseem clover

3.2.2 Nitrogen content of the other compartments at the end of flowering
LLM treatment had no significant effect on the nitrogen bonus in the root biomass or SMNC
at the end of flowering. The nitrogen content of dead leaves was more variable, as it depended

on both the growing conditions and LLM treatment. It reached 54 and 17 kgN.ha™ in 2012-
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2013 and 2013-2014, respectively, for low SMNC, and 84 and 72 kgN.ha™ 2012-2013 and
2013-2014, respectively, for high SMNC conditions, for the control treatment (Table 8).
When the SMNC was low before sowing, LLM treatment had a significant effect (p=4.9 x 10°
%) on the nitrogen bonus in dead leaves. Regardless of the LLM treatment considered, the
intercrops systematically lost less nitrogen in dead leaves than the control crops. Faba bean
and field pea (p<0.05), grass pea and lentil-grass pea-fenugreek (p<0.1) yielded nitrogen
bonuses in dead leaves that were significantly different from zero (-4.9, -8, -4.5 and -4.4
kgN.ha™ on average, respectively).

In conditions of high SMNC before sowing, year (p=2.1 x 10°) and LLM treatment (p=0.045)
had significant effects on the difference in the amount of nitrogen lost in dead leaves. This
difference reached 14.8 kgN.ha™ in 2012-2013 and -2.7 kgN.ha™ in 2013-2014, on average.
The differences were significantly greater than zero for both fenugreek and lentil (14.8 and
13.2 kgN.ha, respectively).

Table 8 : Nitrogen content of the winter oilseed rape (WOSR) of the control treatment at the end of
flowering in each compartment, for the two different levels of soil mineral nitrogen content (SMNC)
before sowing, in 2012-2013 and 2013-2014. The nitrogen content of dead leaves corresponds to the

cumulative loss of nitrogen from the crop over the whole WOSR cycle (from October to the end of

flowering)
2012-2013 2013-2014
Low High Low High
SMNC SMNC SMNC SMNC
Aerial biomass 176 £ 9 208 + 24 105+13 143 +14
Dead leaves accumulated 54 + 4 84 +7 17+2 72+6
Root biomass 12+2 15+1 7+1 8+0
SMNC at end of flowering 20+ 3 26 + 4 26 +13 27+ 4

3.3 Origin of the nitrogen taken up at the end of flowering

3.3.1 Mineralisation of organic nitrogen
The nitrogen content of the aerial parts of WOSR derived from mineralisation was 101 and 53
kgN.ha in 2012-2013 and 2013-2014, respectively, for low SMNC conditions, and 125 and
142 kgN.ha in 2012-2013 and 2013-2014, respectively, in high SMNC conditions (data not

shown). LLM treatment and year had a significant effect on the aerial nitrogen bonus derived
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from mineralisation (p<0.05 for both factors), whereas SMNC had no effect. On average, the
bonus was significantly higher in 2012-2013 than in 2013-2014, amounting to 17 and 2
kgN.ha, respectively (Figure 23).

Field pea, grass pea, lentil-grass pea-fenugreek, common vetch and common vetch-faba bean-
berseem clover (p<0.05) contained significantly more nitrogen derived from mineralisation
than the control treatment (the results for lentil and berseem clover were significant if a
threshold of p=0.1 was used). The nitrogen bonus derived from mineralisation was 38, 35, 33,
28 and 25 kgN.ha™ in 2012-2013 and 13, 10, 10, 7 and 5 kgN.ha™ in 2013-2014, for field pea,
grass pea, lentil-grass pea-fenugreek, common vetch and common vetch-faba bean-berseem
clover, respectively. Whatever the year, lentil-faba bean and faba bean differed very little

from the control treatment.
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Figure 23 : Nitrogen taken up into the aerial parts of WOSR originating from soil + dead mulch
mineralisation. The data shown are the differences between the intercrops and the corresponding control
treatments. Each bar represents the mean difference per year (in low and high SMNC conditions).
Symbols below the bars indicate the treatments for which the difference is significantly different from 0,
for p<0.1 (.), p<0.05 (*), p<0.01 (**) and p<0.001 (***). Vertical bars indicate the standard deviation. CT:
control treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp: grass pea, Le: lentil, LeFb: lentil-faba bean,
LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc: berseem clover, Cv: common vetch, CvFbBc:
common vetch-faba bean-berseem clover

There was no relationship between the aerial nitrogen bonus in WOSR due to mineralisation
at the end of flowering and nitrogen uptake by the LLM before winter (Figure 24). There was

also no relationship between the aerial and total nitrogen bonuses due to mineralisation (data
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not shown). Regardless of the SMNC level before sowing or the year considered, the

treatments able to absorb and/or fix large amounts of nitrogen did not necessarily result in the

highest levels of nitrogen mineralisation. Finally, the nitrogen bonus derived from

mineralisation was often larger than the amount of nitrogen taken up by legumes.
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Figure 24 : WOSR aerial nitrogen bonus derived from mineralisation, at the end of flowering (expressed

as a difference between intercrops and the control treatment), according to LLM nitrogen uptake before

winter

3.3.2 Fertiliser nitrogen use efficiency

For the control treatment, fertiliser nitrogen use efficiency was very similar in 2012-2013
(NUE=0.58) and 2013-2014 (NUE=0.61) (Figure 25). Taking all treatments into account, year

had a significant effect on nitrogen use efficiency (p=0.003), which was significantly higher
in 2013-2014 (mean of 0.73) than in 2012-2013 (mean of 0.63). Lentil-grass pea-fenugreek

(p=0.01) and common vetch (p=0.09) had higher nitrogen use efficiencies than the control

treatment.
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Figure 25 : Fertiliser nitrogen use (NUE) efficiency in conditions of low SMNC before sowing, as
calculated at the end of flowering. The symbols above the bars indicate the treatments for which nitrogen
use efficiency was significantly different from that of the control treatment: p<0.1 (m), p<0.05 (*), p<0.01
(**) and p<0.001 (***). CT: control treatment, Fe: fenugreek, Fb: faba bean, Gp: grass pea, Le: lentil,
LeFb: lentil-faba bean, LeGpFe: lentil-grass pea-fenugreek, Fp: field pea, Bc: berseem clover, Cv:

common vetch, CvFbBc: common vetch-faba bean-berseem clover

4. Discussion

4.1 Overview at the beginning/end of winter

Nitrogen uptake by legumes was strongly affected by the growing conditions. As
demonstrated in other studies on the intercropping of legume and non-legume crops, higher
SMNC was associated with lower levels of legume N uptake in the intercrop (Naudin et al.
2010; Corre-Hellou et al. 2006; Pelzer et al. 2014). Thus, in 2012-2013, the SMNC before
sowing (in the 0-90 cm layer) was higher than that in 2013-2014, resulting in lower amounts
of nitrogen uptake by legumes and small differences between low and high SMNC conditions
(as shown in chapter 1).

The potential of the LLM to fix and/or absorb large amounts of nitrogen was also greatly
influenced by the species considered, with faba bean, berseem clover and the common vetch-
faba bean-berseem clover mixture most efficient in all growing conditions. In conditions in

which the SMNC was high before sowing, fenugreek, grass pea, lentil and the lentil-grass
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pea-fenugreek mixture competed particularly inefficiently with WOSR for mineral nitrogen
and therefore did not catch significant amounts of mineral nitrogen.

In conditions of low SMNC before sowing, WOSR nitrogen uptake and SMNC before winter
were not affected by LLM treatment. Thus, legume nitrogen uptake resulted mostly from
symbiotic fixation (we assessed nitrogen derived from symbiotic fixation in 2012-2013, but
the natural abundance method gave inconsistent results due to the presence of a large natural
excess of 15N in the soil). Moreover, in comparable situations of soil mineral nitrogen
content, Amossé et al. (2014) showed that 71 to 96% of the nitrogen was derived from the
atmosphere. Thus, in our experiment, the nitrogen taken up by the LLM mostly corresponds
to an enrichment of the global organic nitrogen content of the system in low SMNC
conditions. At high SMNC, legume nitrogen uptake probably results mostly from mineral
nitrogen absorption, given that available mineral nitrogen levels exceeding 56 kgN.ha™ have
been reported to inhibit peas symbiotic fixation strongly (Voisin et al. 2002).

Nitrogen uptake by WOSR was also greatly affected by SMNC before sowing. As reported by
in chapter 1 and Dejoux et al. (2003), WOSR can absorb large amounts of nitrogen in the
autumn when SMNC is high before sowing. Despite the uptake of very large amounts of
nitrogen by the legumes (sometimes even greater than those taken up by the WOSR),
particularly when the SMNC was low, LLM treatment had no effect on WOSR nitrogen
uptake whatever the growing conditions. In chapter 1, we showed that intercropping with
field pea resulted in the presence of smaller amounts of nitrogen in WOSR than for the
control treatment, probably because of the presence of weeds, which increased the
competition for mineral nitrogen in this study.

Moreover, before winter, the nitrogen nutrition index of WOSR was even higher for the
fenugreek, field pea, berseem clover, common vetch and common vetch-faba bean-berseem
clover treatments than for the sole crop in low SMNC conditions. The presence of a LLM
tended to increase NNI, by up to 0.1 points with respect to the sole crop, in low SMNC
conditions, but this increase did not attenuate nitrogen deficiencies in conditions of low
SMNC.

During winter, whatever the SMNC before sowing, WOSR continued to absorb nitrogen,
particularly in 2013-2014 when the winter was mild. Moreover, this increase in nitrogen
uptake was generally greater for the LLM treatments than for the sole crop. Indeed, WOSR

intercropped with LLM tended to lose smaller amounts of nitrogen in dead leaves, particularly
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if SMNC was low before sowing, (the difference was particularly large during this period),
probably due to a thermal protective effect of legume residues during winter.

Some authors have reported contrasting results in terms of the prevention of nitrate leaching
for legumes used as living mulches and relay-intercropped legumes (Amossé et al. 2014;
Sawyer et al. 2010; Oschner et al. 2010; Bergkvist et al. 2011). We found that the
introduction of a LLM into WOSR crops never increased SMNC before winter, whatever the
growing conditions. In high SMNC conditions, the presence of the legume even tended to
decrease the SMNC before winter, although not significantly, probably by catching more soil
mineral nitrogen. Thus, if large amounts of nitrogen are applied at the end of summer, a
practice that should be avoided, to prevent leaching (Engstrom et al. 2014), then the
introduction of LLM species able to catch mineral nitrogen may be one way to decrease
SMNC before winter.

After winter, the presence of a LLM tended to increase SMNC, but this increase was
significant only in 2013-2014, for field pea, berseem clover and faba bean. Field pea and
berseem clover were totally or partially killed off by freezing temperatures in early December,
suggesting a role for nitrogen residue mineralisation in the increase in SMNC, but faba bean
continued to grow until the end of winter. Thus, other mechanisms, such as the regulation of
soil temperature and a higher soil water content under legume mulches (Su et al. 2014), or the
stimulation of microbial activity by the intercropped legume (Adamaviciene et al. 2012) may

account for these findings.

4.2 The consequences of LLM introduction for nitrogen uptake by WOSR in the
spring

4.2.1 Comparison of LLM species
The intercropping of WOSR with common vetch-faba bean-berseem clover, lentil-grass pea-
fenugreek, field pea, grass pea, common vetch and lentil resulted in a significantly higher
nitrogen content in the aerial biomass than for the control treatment at the end of flowering.
Despite equivalent or positive differences with respect to the sole crop, fenugreek and
berseem clover displayed no significant difference in nitrogen bonus at the end of flowering;
for fenugreek, these results are probably largely accounted for by the rabbit damage that

occurred during winter for this treatment.
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Faba bean and the lentil-faba bean mixture generally yielded a negative nitrogen bonus at the
end of flowering, suggesting that faba bean had a depressive effect. No such effect was
observed for the common vetch-faba bean-berseem clover mixture, but the density of faba
bean in this combination was only a third of that for faba bean alone. With the exception of
fenugreek, faba bean and the lentil-faba bean mixture, all LLM treatments resulted in a
significant positive nitrogen bonus at the end of flowering, due principally to mineralisation.

4.2.2 Mechanisms underlying changes in nitrogen dynamics

The introduction of a LLM generally increased the WOSR nitrogen bonus at the end of
flowering. We found that the nitrogen bonus derived from mineralisation at the end of
flowering was not correlated with legume nitrogen uptake before winter (even if root nitrogen
content was taken into account, data not shown). Other variables, such as the physical and
chemical characteristics of legume residues, may account for these differences in mulch
nitrogen mineralisation (Cadoux et al. 2015; Coppens et al. 2006; Garnier et al. 2008; Justes
et al. 2009; Findelings et al. 2007; Wivstad et al. 1999; Redin et al. 2014).

Nitrogen mineralisation from legume residues was clearly not the only mechanism accounting
for the nitrogen bonus in WOSR aerial biomass at the end of flowering. Firstly, as the
nitrogen bonus derived from mineralisation often exceeded the total amount of nitrogen
present in the legume at the beginning of winter (especially in the 2012-2013 growing season,
figure 7), the presence of the legume must also have increased the mineralisation of soil
organic nitrogen throughout the cycle. Secondly, the introduction of a LLM tended to increase
fertiliser nitrogen use efficiency. Thus, the nitrogen bonus at flowering may also be accounted
for partly by the absorption of a larger amount of nitrogen from fertiliser.

There are several possible reasons for this excess soil organic matter mineralisation and
increase in nitrogen use efficiency. Firstly, the root architecture of the non-legume species
may differ between intercropping and sole crops situations (Corre-Hellou and Crozat 2005;
Hauggaard-Nielsen et al. 2001). In a case study of WOSR-faba bean intercropping, Jamont et
al. (2013) demonstrated that 70% of the WOSR root system was located in the lower part of
the rhizotron, suggesting that the presence of a LLM increases the depth to which WOSR
roots penetrate. This might result in a higher nitrogen use efficiency for the nitrogen from
mineralisation and fertiliser applications (Cadoux et al. 2015). However, these belowground
interactions are probably highly dependent on the characteristics of the legume root system

and further studies are required to improve our understanding of these interactions.
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The LLM may also affect the WOSR microclimate. Indeed, some studies have reported an
effect of mulches on soil water retention, through the limitation of water evaporation (Vial et
al. 2015), increasing water use efficiency (Sarkar and Singh 2007) or water retention
(Stagnari et al. 2014) and improving soil temperature regulation (Gill et al. 1996; Su et al.
2014). We obtained very similar NUE values for control treatment in the two years of the
experiment, but the control value was generally lower than that of the LLM treatment,
although not always significantly so. These results suggest that the presence of dead mulch at
the soil surface, by improving nitrogen absorption conditions, tends to improve the efficiency
with which nitrogen from fertiliser (Su et al. 2014) and also, probably from soil mineral
nitrogen (derived from mineralisation) is used.

Finally, root and nodule senescence or the exudation of soluble compounds from legume
species (Fustec et al. 2010) may increase nitrogen absorption by WOSR, although Jamont et
al. (2013) showed that the rate of direct N-transfer from faba bean to WOSR was no higher
than that from WOSR to faba bean. Other studies have also highlighted the complementary
nature of mycorrhizal networks (Hauggaard-Nielsen and Jensen 2005) between species,

potentially enhancing soil exploration and increasing nutrient absorption.

4.2.3 Experimental approach

As previous studies have reported that 15N-labelled mineral nitrogen recovery is very poor
and that organic nitrogen content is almost constant in the top soil layer (Limaux et al. 1999;
Recous and Machet 1999), we did not measure the organic and mineral soil nitrogen content
derived from fertilisation at the end of flowering. Moreover, Limaux et al. (1999) and Recous
and Machet (1999) also showed that there was no 15N-labelled nitrogen more than 30-40 cm
below the soil surface. Thus, given the low levels of SMNC at the end of flowering in our
study, we can consider that 15N-labelled nitrogen content of these compartments to make a
negligible contribution to the nitrogen balance.

Using 15N-labelled fertiliser, we were unable to differentiate between the nitrogen derived
from soil and legume residue mineralisation. It was therefore difficult to identify the
facilitation phenomena at work, although our results did demonstrate their existence. One
possible solution would have been to spread a legume residue enriched in 15N-labelled
nitrogen (method used by Dejoux et al. (2000) to assess mineralisation from dead WOSR
leaves). However, root nitrogen mineralisation would not have been taken into account, and
the aerial architecture of the legume mulch, which is important for zymogen access to the

biomass (Coppens et al. 2006), would have been strongly modified.
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Further studies are required to measure the volatilization and denitrification of nitrogen from
fertiliser more precisely. Indeed, these mechanisms probably account for the lower nitrogen
use efficiency (Limaux et al. 1999). Moreover, Su et al. (2014) demonstrated that dead mulch
could modify the mechanisms of ammonia volatilisation, positively or negatively, depending
on the date of fertiliser application.

4.3 Effects of growing conditions on the nitrogen bonus at the end of flowering

The calculation of the amount of nitrogen fertiliser to be applied was used to generate
different levels of nitrogen deficiency in the spring, so as to maximise nitrogen absorption. In
2013, nitrogen nutrition index reached 0.75 in low SMNC conditions and 0.81 in high SMNC
conditions; in 2014, it reached 0.54 in low SMNC conditions and 0.53 in high SMNC
conditions, for the control treatment. In terms of nitrogen uptake, for equivalent or higher
levels of nitrogen fertilisation, the low-SMNC treatments never matched the high-SMNC
treatments. Finally, the two levels of SMNC had a greater effect than the presence of a LLM
on the nitrogen dynamics of WOSR, particularly in terms of nitrogen uptake before winter
and the dynamics of dead leaf loss (Dejoux et al. 2000).

SMNC level also affected the nitrogen bonus at the end of flowering, with a larger bonus in
low SMNC conditions than in high SMNC conditions, probably because the LLM biomass
(and the proportion of LLM biomass in the intercrop) was generally lower, resulting in
smaller potential mineralisation or facilitation effects at high SMNC. Nitrogen bonuses at the
end of flowering were highest for field pea and common vetch-faba bean-berseem clover,
which took up large amounts of nitrogen in high SMNC conditions. Therefore, SMNC had no
effect on the nitrogen bonus derived from mineralisation.

The nitrogen bonus derived from mineralisation was strongly affected by year; it was much
higher in 2012-2013 than in 2013-2014. This result is probably largely accounted for by the
date on which the legume was destroyed. In 2013-2014, field pea was the only legume species
totally killed off by low temperatures in December (frost during two consecutive nights),
whereas common vetch and berseem clover were only partially killed off. The other species
were destroyed at the beginning of March, by herbicide application, shortening the period
available for nitrogen residue mineralisation (from the beginning of March until the end of
April). WOSR nitrogen uptake did not differ between intercrops and the control treatment
after winter. The surplus nitrogen from mineralisation observed at the end of flowering in

2014 was thus probably accumulated during a short period in the spring.
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In 2012-2013, the early destruction of the legume and the mild and wet conditions from
December to March probably resulted in an early initiation of nitrogen mineralisation from
residues. Thus, WOSR nitrogen uptake after winter was higher in intercrops (particularly in
high SMNC conditions) than in the control treatment, whereas no difference was observed
before winter.

In view of the particular climatic conditions in the two experiments, with respect to the
average data (very low temperatures in spring 2012-2013 and no frost and a dry spring in
2013-2014 creating unfavourable conditions for mineralisation (Findelings et al. 2007,
Garnier et al. 2008), it would be reasonable to assume the mineralisation potential to be even

higher in “normal” climatic conditions.

4.4 Benefits of introducing a legume living mulch to decrease nitrogen fertiliser inputs

Decreasing mineral nitrogen fertiliser inputs for winter oilseed rape is of particular interest,
given the use of this crop as a biofuel (Schott et al. 2010; van Duren et al. 2015). This use as a
biofuel can be called into question when considering energetic efficiency criteria, because this
crop requires high levels of inputs (van Duren et al. 2015). Thus, as mineral nitrogen fertiliser
production requires large amounts of energy (Nemecek et al. 2008), replacing a proportion of
the crop’s nitrogen requirements by renewable sources of nitrogen may be a relevant solution,
making it possible to maintain yields.

We found that the introduction of a LLM did not lead to a uniform decrease in the need for
nitrogen fertiliser in winter oilseed rape. The nitrogen bonus in the aerial biomass (and the
proportion of that bonus derived from mineralisation) was highly variable, depending on year
(date of legume destruction, rainfall and temperature in winter and early spring), SMNC and
legume species considered. Thus, a combination of factors should be taken into account when
decreasing fertiliser application rates.

The physical and chemical characteristics of the legume species are key factors to be taken
into account when trying to explain the differences between species and in precise
determinations of the rates of nitrogen mineralisation from residues. We also found that other
facilitation mechanisms partly accounted for the nitrogen bonus in WOSR at the end of
flowering. These mechanisms should be investigated further to improve our understanding of
the determinants of the supply of biological nitrogen, such that nitrogen fertiliser application
rates can be decreased more precisely. Our results indicate that a potential decrease in

nitrogen fertiliser inputs of 20 to 40 kgN.ha™ is feasible if the best legume living mulch
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species is chosen, with no effect on WOSR performance. These results are consistent with
those of Cadoux et al. (2015), who showed that decreasing the rate of mineral nitrogen
fertiliser application (by 30 kgN.ha™ with respect to the sole crop), despite a lower nitrogen
content in spring, had no effect on WOSR vyield.

Finally, as the recovery, by WOSR, of nitrogen from the legume was sometimes poor
(particularly in low SMNC conditions in 2013-2014) and because some legume residues
remained at the soil surface at the end of flowering, the introduction of a LLM into WOSR
crops probably also improves the nitrogen supply for the next crop (Amossé et al. 2014) or
soil fertility at the cropping system level (Nagumo and Nakamura 2013), making it possible to
apply smaller amounts of nitrogen fertiliser to the next crop.

5. Conclusion

The introduction of a frost-sensitive legume living mulch modified the dynamics of nitrogen
uptake in winter oilseed rape. WOSR nitrogen uptake before winter was not decreased by the
period of simultaneous growth, but the amount of nitrogen lost in dead leaves, soil mineral
nitrogen content after winter and nitrogen content at the end of flowering were modified, with
respect to the sole crop, depending on the legume species and growing conditions.

The use of a LLM thus generally resulted in a significant positive nitrogen bonus at the end of
flowering (except for faba bean and lentil-faba bean) with respect to the control treatment
without LLM. This bonus, which amounted to 20 to 40 kgN.ha™ for the best legume species
(common vetch-faba bean-berseem clover, lentil-grass pea-fenugreek, field pea, grass pea,
common vetch and lentil), suggested that it would be possible to decrease the amount of
nitrogen fertiliser applied significantly. The nitrogen bonus was significantly positive for
these treatments, whatever the growing conditions, but the introduction of LLM appeared to
be more relevant when soil mineral nitrogen content before sowing was low.

Nitrogen mineralisation from the legume mulch accounted for most of the nitrogen bonus at
the end of flowering, but was not correlated with nitrogen uptake by the legume in the
autumn. Moreover, the presence of the legume also resulted in other facilitation mechanisms,
such as an improvement in nitrogen use efficiency, which in turn improved WOSR nitrogen

nutrition.
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Abstract

The intercropping of frost-sensitive legumes with oilseed rape should provide several
ecosystem services. After winter, N mineralisation from the dead mulch provides the oilseed
rape with a source of biological N. The physicochemical characteristics of mulches play a key
role in N mineralisation. We aimed to identify the characteristics of a range of legume species
determining their N mineralisation dynamics in spring.

In a field experiment, we measured biochemical characteristics known to be determinant in
mulch mineralisation processes, such as the percentage of soluble compounds and C/N ratio,
in six legume species. We also determined changes in the percentage dry mass in contact with
the soil over time, after the legume was killed off, and its water retention properties.

We showed that qualitative ranking in terms of the rapidity of mineralisation was globally
consistent with the nitrogen bonus for oilseed rape crops derived from legume residues
mineralisation. In addition to the nitrogen content of the mulch, the aerial dry mass of the
legume initially in contact with the soil and biochemical fractionation were the main
characteristics for the ranking of legume species and for determining nitrogen availability for
oilseed rape.

We ranked the legume species in terms of their ability to release biological nitrogen, on the
basis of their physicochemical profiles, which also provided insight into the mechanisms

involved.
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1. Introduction

Reducing applications of mineral nitrogen fertilisers, which may damage the environment
(Cameron et al. 2013; Tilman et al. 2001), is a key challenge in efforts to increase the
sustainability of food production. For winter oilseed rape (WOSR), which requires large
amounts of mineral fertiliser (AGRESTE 2014), intercropping with frost-sensitive legumes is
a promising way to provide the cash crop with biological nitrogen (Chapter 3). We showed, in
this previous study, that the use of a legume dead mulch after the winter generally resulted in
greater nitrogen uptake by the winter oilseed rape during the spring (i.e. a nitrogen “bonus”)
than for the control treatment. Studies with °N-labelled fertiliser also indicated that this
nitrogen bonus originated principally from nitrogen mineralisation from the soil and residues.
However, regardless of the legume species or growing conditions considered, there was no
relationship between the nitrogen bonus at the end of flowering and legume nitrogen content
before intercrop destruction. Thus, other determinants must account for the potential nitrogen
mineralisation.

An understanding of the mineralisation of nitrogen from legume residues is essential if we are
to identify appropriate opportunities for using living mulches, to choose the most appropriate
species and to adapt the calculation of nitrogen fertiliser applications in spring appropriately.
In our system, the legume residues remain on the soil surface during the spring, constituting a
non-mature mulch present from the winter to the end of the spring. Simple characteristics,
such as legume nitrogen uptake or C/N ratio, are often used to compare the dead mulch
nitrogen mineralisation potential of species (Damour et al. 2014; Bruun et al. 2006;
Tribouillois et al. 2015b). The specific processes involved in mulch mineralisation are often
difficult to measure in experimental field conditions because the mechanisms involved are
complex and interact strongly. Other functional ecology studies have reported correlations
between foliar traits (e.g. leaf dry matter content) and the decomposability of the species
(Cornwell et al. 2008; Kazakou et al. 2006; Freschet et al. 2012). However, our results in
field conditions (Chapter 3) showed that these simple variables could not explain the surplus
nitrogen uptake by WOSR resulting from mineralisation from the legume in intercrops.

The mineralisation of carbon and nitrogen from non-mature residues incorporated into the soil
by tillage is well documented. Incubations of crop residues in controlled conditions have
improved our understanding of the kinetics of nitrogen mineralisation (Jensen et al. 2005;
Justes et al. 2009; Wivstad 1999; Brandsaeter et al. 2008; Nicolardot et al. 2001). However, it

has been shown that the degree of nitrogen mineralisation differs between incorporated and
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mulched residues (Coppens et al. 2007; Garnier et al. 2003; Corbeels et al. 2003). Several
studies using the PASTIS mechanistic model, and the “mulch” submodel for simulating
water, carbon and nitrogen fluxes in soil in particular (Garnier et al. 2003; Findeling et al.
2007), have identified key characteristics of the process of mulch residue mineralisation.
Physical characteristics, such as total mulch dry mass, the dry mass in contact with the soil
(Findeling et al. 2007) and the maximum water content of the mulch (Findelings et al. 2007;
Garnier et al. 2008; Coppens et al. 2007), have been shown to be positively correlated with
the speed of mulch nitrogen mineralisation. Biochemical characteristics, such as the lignin,
cellulose, hemicellulose and soluble compound fractions, also have a major impact on residue
decomposition. Soluble compounds and C/N ratio significantly affect the processes involved
in mulch decomposition: the large the soluble fraction and the lower the C/N ratio, the faster
the mulch decomposes (Coppens et al. 2007; Igbal 2013). Furthermore, pedoclimatic
conditions have also been shown to have an effect. Coppens et al. (2007) showed that water
was an important factor limiting mulch residue degradation. Crop residues may dry out more
rapidly when left on the soil surface than when incorporated, resulting in a slower rate of
decomposition in “mulch” conditions.

The aim of this paper was, therefore, to identify the characteristics of various legumes
intercropped with oilseed rape as mulches (faba bean, grass pea, lentil, field pea, common
vetch and berseem clover), and to compare the potential of these candidate species to supply

biological N to the oilseed rape crop during spring.

2. Materials and methods

2.1 Field experiment and experimental design

Seven frost-sensitive legume species intercropped with winter oilseed rape were compared in
a field experiment. The experiment was carried out twice, in two successive years. We used a
split-plot experimental design with three replicates, the details of which are provided
elsewhere (Chapter 3). Soil mineral nitrogen content before sowing was low. We removed
fenugreek from this study due to rabbit damage in both years. The final analysis thus included
nine legume living mulch treatments: faba bean, grass pea, lentil, field pea, common vetch,
berseem clover and three legume mixtures, lentil-grass pea-fenugreek, common vetch-faba

bean-berseem clover and lentil-faba bean.

119



Chapitre 4 - Legume dead mulch under WOSR: ability of several species to provide biological N during spring

2.2 Plant sampling

The aerial dry mass of the legumes was assessed before winter, in each replicate (see Chapter
3). Root biomass was estimated from aerial biomass and the root/aerial biomass ratio. The
proportion of roots was determined by sampling whole plants (considering the legume taproot
in the top 0-20 cm layer) until at least 20 g of root dry matter had been harvested over the
three replicates (the minimum required for Van Soest analysis). Root and aerial biomasses
were separated and roots were washed to prevent contamination of the sample with soil. The
samples were then oven-dried for 48 hours at 80°C and weighed. The root/aerial biomass ratio
and the root biomass per square meter were then calculated. All physicochemical analyses
were performed on the biomass sampled before winter (corresponding to a mixture of the
three replicates).

Due to hail damage in autumn 2012, which greatly modified the architecture of the legume
crop, the changes in the amount of dry mass in contact with the soil were recorded only in
2013-2014. The winter of 2013-2014 was particularly mild, with temperatures falling below
0°C on only a few days. As a result, only field pea was totally killed off during the winter.
With the exception of berseem clover and common vetch, which stopped growing in the
winter, the legume species (grass pea, lentil and faba bean) continued to accumulate biomass
during winter and early spring. They were finally destroyed with an herbicide for broad-
leaved weeds on March 5" (0.4 L.ha® of Lontrel 100, clopyralid, Dow AgroSciences). We
therefore chose to consider the legume biomass measured at the beginning of winter as the
initial dry matter in our calculations.

We waited three weeks after the herbicide application before making the first measurement
(to ensure that the legume had been completely destroyed). This first measurement was made
on April 1%, just after the first rains following the herbicide application. Measurements were
then repeated approximately twice monthly: April 15", April 28" May 16", June 03" and
June 20"™. Biomass was sampled from a microplot of 0.5 m? consisting of five inter-row
widths, in each of the three replicates. We considered the legume biomass occupying the first
centimetre above the soil to be in contact with the soil, whereas the biomass higher up was
not. We carefully separated these two components, by cutting and collecting the biomass
above the first centimetre and then collecting the biomass in contact with the soil surface.
Legume residues were then washed to remove any contaminating soil, oven-dried for 48
hours at 80°C and weighed. This first measurement, performed on April 1%, was used to

determine the dry mass initially in contact with the soil (DMic).
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2.3 Physicochemical analysis

Due to the high cost of each analysis, we analysed only the samples obtained in 2012, as the
variability between the two experimental years was low because the phenological stages of
the legumes were similar. We used a proximate analysis (Goering and Van Soest 1970) to
determine the soluble (NDS), hemicellulose (HCE), cellulose (CEL) and lignin fractions
(LIG). The fraction soluble in cold water (SOL) was determined by stirring 1 gramme of dry
matter (ground) in 100 mL of deionised water for 30 minutes. The rapidly decomposable
material (RDM-fraction) was calculated as the difference between the NDS and SOL
fractions. For each fraction, total carbon and nitrogen concentrations were determined with an
elemental analyser (NA1500, Carlo Erba). The NDS fraction (i.e. SOL + RDM) corresponds
to the soluble fraction, which decomposes readily.

We determined the maximum water content (WCnax) as described by Igbal et al. (2013), by
weighing out 10 g of dry matter for each legume species (after 48 hours at 80°C) and
submerging it in water until it was completely saturated. Weight (after draining) was
determined periodically and complete saturation was considered to have been achieved when
the mass was maximal and stable. The maximum water content (WCax) corresponded to the
difference between the water-saturated mass and the initial dry mass. We then dried the
saturated mass for 48 hours at 40°C and weighed it again. The difference between the value
obtained and the initial dry mass was considered to correspond to the residual water content
(WCres).

We determined the density of legume residues by the hydrostatic weighing principle. Indeed,
the non-geometric patterns of legume stems and leaves ruled out the use of geometric
methods like those used by Igbal et al. (2013). We thus placed a container of water on a
balance, into which we submerged a box made of a fine mesh, to hold the residue samples.
This box was held in place such that it did not touch the walls of the container during
weighing. We first determined the initial mass of the container and the submerged box. We
then placed the water-saturated residues (with an initial mass corresponding to about 10 g of
dry matter) in the submerged box and determined the total mass. The difference between
these two values indicated the mass (and, consequently, the volume of water displaced) of the
residues submerged in the water. Finally, we divided the mass of the water-saturated residues

by the mass of water displaced, to obtain the density of the residues added to the box.

121



Chapitre 4 - Legume dead mulch under WOSR: ability of several species to provide biological N during spring

2.4 Calculations

Nitrogen content was calculated by multiplying the dry mass of each replicate by its nitrogen
concentration, determined by Van Soest analysis (one value for the three replicates). We used
the proportion of aerial dry mass initially in contact with the soil to deduce the nitrogen
content of the initial dry mass in contact with the soil.

For mixtures, we considered the proportion of the biomass corresponding to each species in
2013-2014 for calculation of the aggregate variables. Similar biochemical fractionation
findings were obtained for analyses based on biomasses and proportions for 2012-2013 (data
not shown). The physicochemical characteristics were thus deduced from measurements on
the legume species grown alone with WOSR and from the proportion of each species in

mixtures, in terms of dry mass.

2.5 Construction of physicochemical profiles

Finally, we performed a multicriteria assessment to compare the species simultaneously for
the most explanatory variables selected, over the same scale. We thus transformed each
variable into a number between 0 and 10, using the minimum and maximum observed values
to designate the worst and best performances (0 for the worst and 10 for the best). We then
applied the following formula to convert the total aerial dry mass (Aerial DM), the dry mass
initially in contact with the soil (DM;c), the NDS fraction, the N/C ratio and the maximum
water content (WCnax) into scaled scores: score = 10 x (value-Min)/(Max-Min). Thus,
regardless of the variable considered, higher scores were associated with more favourable
characteristics. We considered the six legume species (faba bean, grass pea, lentil, field pea,
berseem clover and common vetch) and the three legume mixtures when constructing the
scale. For the fenugreek data in the lentil-grass pea-fenugreek mixture, we used the results for

berseem clover, which had similar architectural characteristics and biomass fractionation data.

2.6 Nitrogen bonus derived from mineralisation

At the end of WOSR flowering, we measured the WOSR aerial nitrogen bonus due to

intercropping, by comparing WOSR nitrogen uptake in intercrops and in WOSR grown as a

sole crop (for more detail, see Chapter 3). Thus, the bonus derived from mineralisation
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presented here did not directly represent the amount of nitrogen mineralised from legume
residues. However, it provided a general trend, making it possible to compare species.

3. Results

3.1 Initial biochemical characteristics of the legume residues

Regardless of the legume species considered, the proportion of soluble matter in the aerial
biomass (NDS, soluble in hot water and/or in neutral detergent) per biomass unit was high,
between 54.1%, for field pea, and 69.1%, for lentil (Figure 26). The proportion of NDS was
lower in the root biomass than in the aerial biomass, ranging from 42.9% to 57.9%, for lentil
and common vetch, respectively. There was no relationship between the biochemical
fractioning results obtained for the aerial and root biomasses. In analyses of the aerial and root
biomasses, field pea contained much lower proportions of soluble fraction (54.1 and 47.6%,
respectively) than any of the other species. Biochemical fractionation results for lentil were
very different for aerial and root biomass: this species had the highest proportion of soluble
fraction in aerial biomass (69.1%) and the lowest (42.9%) in root biomass.
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Figure 26 : Biochemical fractionation of the aerial and root dry mass, represented as the percentage of the
aerial biomass. Species are ranked in descending order of soluble fraction (NDS=SOL+RDM) content.
SOL.: cold water-soluble fraction; RDM: rapidly decomposable material; HCE: hemicellulose; CEL.:

cellulose; LIG: lignin
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Nitrogen levels ranged from 3.1 to 4.0 g N/100 g DM in aerial biomass (for faba bean and
grass pea, respectively) and from 2.8 to 4.0 g N/100 g DM in root biomass (for lentil and
berseem clover, respectively) (Figure 27). Nitrogen levels were thus similar in root and aerial
biomass. Grass pea and field pea, with 4 and 3.6 g N/100 g DM in shoot biomass, and 3.8 and
3.6 g N/100g DM in root biomass, respectively, had the highest proportions of nitrogen in
total biomass. Faba bean, with 3.1 g N/100g DM in shoot biomass and 3.1 g N/100g DM in
root biomass, appeared to be the species with the lowest nitrogen level. Nitrogen fractionation
between compartments differed between species. For instance, the nitrogen level of the
soluble fraction of the aerial biomass reached 1.35 g N/100 g DM for faba bean and 2.2 g
N/100 g DM for grass pea, corresponding to 44 and 55% of total nitrogen content,

respectively.
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Figure 27 : Biochemical fractionation of the aerial and root dry mass, represented as the nitrogen content
per dry mass unit. SOL: cold water-soluble fraction; RDM: rapidly decomposable material; HCE:

hemicellulose; CEL: cellulose; LIG: lignin

Depending on the species considered, nitrogen uptake by the legume crops at the beginning of
winter ranged from 41 to 87 kg N.ha™ in aerial dry mass and from 5 to 19 kg N.ha™ in root
dry mass (Figure 28). Field pea and berseem clover, each of which had 103 kg N.ha™ in total
biomass, had the highest nitrogen contents, whereas lentil, with 46 kg N.ha™, had the lowest

nitrogen content. The proportion of whole-plant nitrogen present in the root biomass ranged
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from 10% for common vetch to 19% for berseem clover and field pea. The amount of
nitrogen in the soluble fraction (SOL+RDM) of total biomass amounted to 25 to 52 kg N.ha™

for lentil and field pea, respectively.
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Figure 28 : Nitrogen uptake in each biochemical compartment of the aerial and root biomass of the
legume species at the beginning of winter in 2014. SOL: cold water-soluble fraction; RDM: rapidly

decomposable material; HCE: hemicellulose; CEL.: cellulose; LIG: lignin

The C/N ratios of the shoot and root biomass were 9.8 and 10.8, respectively, for grass pea,
11.2 and 13.6 for common vetch, 11.7 and 15.2 for lentil, 11.8 and 11.4 for field pea, 12.4 and
11 for berseem clover and 13.3 and 12.7 for faba bean. Grass pea was thus the species with
the lowest C/N ratio in both the aerial and root biomasses. Other than in lentil and common

vetch, C/N ratio differed little between the aerial and root biomass.
3.2 Physical characteristics of the mulches

The changes in the dry mass in contact with the soil differed considerably between species
(Figure 29). The amounts of dry mass in contact with the soil changed over time for lentil,
common vetch and field pea. The dry mass in contact with the soil initially increased, until the
end of April, while total dry matter remained approximately stable. The dry masses in contact
with the soil and not in contact with the soil then decreased simultaneously. At the end of

June, all of the dry mass was in contact with the soil for lentil and common vetch.
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By contrast, for faba bean, grass pea and berseem clover, the dry mass not in contact with the
soil fed the dry mass in contact with the soil, which did not fluctuate to such a great extent
during this period, subsequently decreasing during the spring. However, the decrease in dry
mass not in contact with the soil (and thus in total dry mass) differed considerably between
these three species. For grass pea, more than 80% of the total dry mass was in contact with the
soil on April 28™, whereas this percentage was not reached until June 6™ for berseem clover.
For faba bean, the percentage of dry matter in contact with the soil never exceeded 30%. The
proportion of the dry mass in contact with the soil on April 1% reached 66% for lentil, 57% for
grass pea, 48% for common vetch, 27% for berseem clover, 24% for faba bean and 24% for
field pea. There was no generic relationship between total dry mass and dry mass in contact
with the soil, with this characteristic differing considerably between species.

The proportion of the total initial dry mass on April 1% that had not decomposed on June 26"
also differed considerably between the species considered. For faba bean and field pea, the
proportion of dry mass remaining in the mulch on June 26" was 75 and 69%, respectively,
whereas this proportion was 20% for grass pea, 29% for lentil, 31% for berseem clover and

32% for common vetch.

The maximum water content ranged from 1.93 g H,O/g DM for lentil to 4.28 g H,O/g DM for
field pea (Table 9). Residual water content ranged from 0.01 (for field pea and berseem
clover) to 0.05 g (for common vetch) H,O/g DM. The species were thus ranked very
differently on the basis of residual and maximum water contents. Indeed, except for common
vetch, higher values of maximum water content were associated with lower values of residual
water content. The density of the legume residues ranged from 0.15 to 0.40 for field pea and
lentil, respectively (Table 9). Species with a low density (with hollow stems, as in field pea,
for instance) contained larger amounts of water, but their residual water content was generally
very low. Species with high tissue densities could not absorb large amounts of water, but they

retained larger amounts of residual water in dry conditions.
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Figure 29 : Changes in total dry mass and dry mass in contact with the soil for the legume mulches. The
difference between the two points for any given time point corresponds to the dry mass not in contact with

the soil

Table 9 : Water retention properties and densities of the legume residues. WCmax= maximum water

retention, WCres= residual water retention

F.bean G.pea Lentil F.pea B.clover C. vetch
WCmax (gH.O/gDM) | 2.11 2.88 193 4.28 2.63 2.96
WCres (gH.O/gDM) | 0.03 0.02 0.02 0.01 0.01 0.05
Density 0.26 0.25 040 0.15 0.22 0.26
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3.3 Initial state before spring mineralisation

The amount of nitrogen in the aerial dry mass initially in contact with the soil ranged from 14
to 31 kg N.ha™ for faba bean and common vetch, respectively (Figure 30). The ranking of
species was thus very different from that for nitrogen accumulation in the legume before
winter. Lentil and grass pea, which contained small amounts of nitrogen in total aerial
biomass (41 and 53 kg N.ha™, on average, respectively), had higher nitrogen contents than
other species for the aerial biomass in contact with the soil (27 and 30 kgN.ha™, respectively).
These two species also had the largest amounts of nitrogen in the soluble fraction (17 and 15
kg N.ha™, respectively). For berseem clover and field pea, which had the largest total amounts
of nitrogen in the aerial dry mass (84 and 87 kg N.ha™), the dry mass initially in contact with
the soil contained only 22 and 21 kg N.ha™, respectively. Faba bean, which had a high DM
and low nitrogen concentration, also had a particularly low nitrogen content in the part of its
aerial biomass in contact with the soil (15 kg N.ha™ on average).
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Figure 30 : Nitrogen content in each compartment of the aerial dry mass initially in contact with the soil.
SOL: cold water-soluble fraction, RDM: rapidly decomposable material, HCE: hemicellulose, CEL.:

cellulose, LIG: lignin
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3.4 Physicochemical profiles of legumes

The physicochemical profiles of the various species, shown as radar plots, differed
considerably (Figure 31). Different categories of species can be distinguished. Grass pea,
lentil, and common vetch had a high dry mass initially in contact with the soil and interesting
chemical characteristics (as did berseem clover, to a lesser extent) in terms of the NDS
fraction and/or N/C ratio. The nitrogen present in these residues (despite the small amounts
present) therefore probably became available rapidly after the destruction of the legume.

Field pea and faba bean had high aerial dry masses, but low nitrogen contents and dry masses
initially in contact with the soil. Despite the accumulation of large amounts of nitrogen during
the autumn, the potential for rapid nitrogen mineralisation was low for these two species.

For the legume mixtures, radar plots indicated that the use of mixtures of species attenuated
the physicochemical profiles of the residues of the various legume species included in the
mixture. The lentil-faba bean mixture had the poorest potential for nitrogen mineralisation
during the spring of any of the mixtures tested. The promising profile of lentil was not
sufficient to balance the overall physicochemical profile of this mixture. The lentil-grass pea-
fenugreek mixture had a good rapid mineralisation profile, whereas the common vetch-faba
bean-bersem clover mixture had an intermediate and more balanced profile, with no major

drawback.

3.5 Physicochemical profiles and the nitrogen bonus derived from mineralisation

Regardless of the year in which the experiment was performed, the ranking of legume living
mulch treatments in terms of the bonus derived from mineralisation (Table 10) followed a
pattern similar to that for the typology based on physicochemical profiles. The two species
and the legume mixture found to have unfavourable physicochemical profiles (field pea, faba
bean and lentil-faba bean) presented the lowest nitrogen bonus derived from mineralisation
(below the mean in both years).

The other legume species (lentil, grass pea, common vetch and berseem clover) and legume
mixtures (lentil-grass pea-fenugreek and common vetch-faba bean-berseem clover), which
had physicochemical characteristics favouring more rapid mineralisation, yielded greater
nitrogen bonuses. In both years, lentil and common vetch yielded the largest nitrogen bonuses

from mineralisation.
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Figure 31 : Legume physicochemical profiles. Aerial DM: aerial dry mass, Aerial DMic: Aerial dry mass

initially in contact with the soil, N/C: ratio nitrogen/carbon, % NDS: soluble fraction, WCmax: maximum

water content

Table 10 : Nitrogen bonus derived from mineralisation at the end of flowering, corresponding to the

difference in nitrogen uptake by WOSR between the intercrop and the control treatment, from the soil

and mineralised residues (in kg N.ha™)

2012-2013 2013-2014
Lentil 44.8 25.2
Common vetch 35.1 23.7
LeGpFe 34.1 14.6
CvFbBc 27.8 17
Grass pea 26.8 16.7
Berseem clover 22.1 17.3
Field pea 18.7 5
Faba bean -1 12.7
LeFb 4.9 -2.6
Average: 23.7  Average: 14.4
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4. Discussion

4.1 Using physicochemical characteristics to assess the nitrogen mineralisation
potential of legume residues

The C/N ratio is often considered a good indicator for assessing the degradability of crop
residues (Damour et al. 2014; Tribouillois et al. 2015b). The values obtained were similar for
the six legume species studied and were low, consistent with the lowest values recorded for
non-mature legume residues in other studies (Tribouillois 2015b; Wivstad 1999; Jensen et al.
2005; Justes et al. 2009, Cassigneul et al. 2015). The biochemical fractionation of the six
candidate species was also consistent with the lowest values recorded by Justes et al. (2009),
Igbal 2013, Cassigneul et al. (2015) and Birouste et al. (2012) for the same types of non-
mature residues. Generally speaking, legume dead mulches had high nitrogen contents,
mostly in the form of the soluble fraction. Thus, the nitrogen content of legumes appeared to
be easily and rapidly decomposable, and the biochemical characteristics of field pea and faba
bean appeared to be less favourable than those of the other species when considering the
soluble fraction.

One important source of variability to be taken into account in legume-winter oilseed rape
intercrops is the phenological stage of the legume when it is killed off. Indeed, although
identical in the two years of our experiment (early-flowering legumes), differences in terms of
phenological stage (due to dry conditions after sowing delaying emergence, for example) may
modify physicochemical characteristics. However, regardless of the growing conditions,
legume living mulches are always killed off long before maturity, when the C/N ratio and
lignin and cellulose fractions increase (Nicolardot et al. 2001). Moreover, Wivstad (1999)
showed that C/N and N content varied little during vegetative stages, depending on the
species and the plant organ considered. Thus, delayed emergence would probably decrease
the amount of biomass produced, but would have a much lesser effect on its biochemical
characteristics.

When considering the potential nitrogen mineralisation of the legume dead mulches at the
cash crop scale, the dry mass initially in contact with the soil appeared to be a variable of
fundamental importance. As demonstrated by Findelings et al. (2007), the larger the amount
of biomass in contact with the soil, the faster nitrogen mineralisation can occur. The period
available for the simultaneous mineralisation of the nitrogen in legume residues and WOSR

nitrogen uptake is very short in spring, thus, this variable appears to be highly important. We
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found large differences between legume species: those with a high aerial dry mass initially in
contact with the soil (common vetch, lentil, grass pea and berseem clover) yielded the largest
nitrogen bonus derived from mineralisation at the end of WOSR flowering, in both years of
the experiment (R?=0.58 for the correlation between these variables, considering both years of
the experiment, data not shown). By contrast, species with small amounts of dry mass initially
in contact with the soil yielded a low nitrogen bonus derived from mineralisation, even in
2012-2013, when early destruction led to a longer period of legume collapse onto the soil.
This characteristic probably played an even greater role that the total nitrogen content of the
aerial biomass in conditioning the amount of nitrogen readily available for mineralisation.
Like Igbal et al. (2013), we found that tissue density and maximum water content were
negatively correlated and the data shown in Table 9 are consistent with the relationship
reported by Igbal et al. (2013). Interestingly, the percentage of dry mass in contact with the
soil tended to be correlated with residue density. Higher residue densities were associated
with a higher proportion of the dry mass initially in contact with the soil. For instance, lentil
and field pea, with densities of 0.4 and 0.15, respectively, 66 and 24%, respectively, of their
dry mass initially in contact with the soil. The densest species tended to collapse more
rapidly. Thus, higher plant tissue densities were associated with a greater accessibility to the
zymogenous biomass (due to the higher proportion of the dry matter initially in contact with
the soil) and a greater sensitivity of mineralisation processes to water stress. Tissue density
has not previously been identified as an explanatory variable, but these results suggest that it
should be considered an interesting integrative physical characteristic. More studies (on a
larger number of species) are required to refine these relationships.

Contrary to our initial assumptions, the results provided no clear evidence of an impact of
water retention properties on the bonus derived from mineralisation (R?*=0.06 for the
correlation between these variables), despite below-average levels of precipitation in March
and April (Figure 18). Species able to retain large amounts of water, such as field pea in
particular, did not yield greater nitrogen bonuses, but this species also had poor biochemical
characteristics. Moreover, field pea was the only species tested for which the maximum water

content was high in the residues.

132



Chapitre 4 - Legume dead mulch under WOSR: ability of several species to provide biological N during spring

4.2 Use of this set of characteristics for the technical management of LLM-WOSR

intercrops

The ranking of species in terms of the bonus derived from nitrogen mineralisation was highly
stable in the two years of the experiment, despite considerable differences in nitrogen uptake
between legume species. The ranking of the species in terms of their nitrogen mineralisation
potential was undoubtedly related to their physicochemical characteristics to an even greater
extent than their initial dry mass. Thus, by carrying out qualitative studies of a set of
characteristics, we showed that faba bean, field pea and lentil-faba bean were the least
interesting species for intercropping with WOSR in terms of the rapidity of nitrogen
mineralisation after their destruction. The nitrogen bonuses for these crops were the lowest of
any of the species and mixtures considered here, even being negative in some cases (i.e.
inducing nitrogen remobilization), a phenomenon already reported by Corbeels et al. (2003).
By contrast, the other legume species and mixtures were more able to mineralise large
amounts of nitrogen rapidly. However, the high level of variability and the relatively small
differences observed in the field experiment (chapter 3) made it difficult to develop a more
precise explanation.

Our results also suggest that the use of legume mixtures might buffer the physicochemical
characteristics of very different species, as found for intercrops of legume and non-legume
species (Tribouillois et al. 2015b). None of the physicochemical profiles of the legume
mixtures were more favourable than the best legume in the mixture concerned, but mixtures
may nevertheless be a useful solution when various services are expected to be delivered at
the same time, with the species best able to deliver the service concerned differing between
services (chapter 1; Tribouillois et al. 2015b).

We were unable to use the physicochemical profiles obtained here to predict potential
decreases in fertiliser application rates, as our conclusions were qualitative. Indeed, the total
nitrogen bonus in intercrops depends heavily on the growing conditions and is the result of
interactions between many other mechanisms (chapter 3). We therefore focused on
identifying several decisive characteristics determining the ability of the legume to release

large amounts of nitrogen.
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4.3 Improving the method

The main limitation to the use of this method is the difficulty in measuring the dry mass
initially in contact with the soil. It was difficult and time-consuming to separate the two
components (biomasses in contact with and not in contact with the soil), but this variable was
found to be particularly useful for estimating the short-term mineralisation potential. As tissue
density tended to be positively correlated with the percentage of dry mass initially in contact
with the soil, it may be better to consider this variable as a means of assessing the proportion
of the initial dry mass available for rapid mineralisation. This characteristic would be more
generic and would be easier to measure, particularly when assessing the potential
mineralisation of new candidate species.

It would also be of particular interest to take into account the different patterns of change in
the amount of dry mass in contact with the soil. Indeed, we hypothesised that the proportion
of dry mass initially in contact with the soil would be the most interesting variable because
the nitrogen in this compartment is more directly and rapidly available to the zymogenous
biomass (Henriksen and Breland 2002; Ambus and Jensen 1997) and the period for WOSR
nitrogen absorption in the spring is short. Nevertheless, the ability of a species to increase
rapidly the amount of dry mass in contact with the soil in the first few weeks after it is killed
off (as for lentil and field pea) and the distribution of litter (Magid et al. 2006) may also help
to explain the pattern of nitrogen mineralisation in the first few weeks after its destruction.
Moreover, environmental conditions that could interfere with these patterns are also key
factors to consider. For instance, snowfall after the legume is killed off might favour the
collapse of the residues, thereby increasing the percentage of dry mass in contact with the
soil.

Another way of increasing the precision of the assessment would be to distinguish between
the biochemical characteristics of stems and leaves reaching the ground with different
Kinetics. Indeed, Wiwstad (1999) and Freschet et al. (2012) demonstrated that stems and
leaves decompose with different kinetics and large differences in nitrogen content and C/N
ratio, resulting in contrasting performances. However, it would be highly difficult and time-
consuming to separate these two components in the dry mass in contact with the soil.

Another way to improve the assessment of legume mineralisation potential would be to take
the root biomass nitrogen supply into account. Indeed, as the proportions of stems and leaves
have been shown to be an important driver, the proportion of the biomass present as root

biomass in a particular species also makes a major contribution to the decomposability of the
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litter (Freschet et al. 2012 & 2013). We found that the taproot nitrogen content of the legumes
accounted for less than 20% of the total legume dry mass but was similar to the nitrogen
content of the aerial dry mass in contact with the soil. However, few in situ studies have been
performed on the determinants of root biomass nitrogen mineralisation. Birouste et al. (2012)
and Freschet et al. (2012) carried out litter incubation studies and compared the
decomposition rates of several species; they identified contrasting characteristics. They
demonstrated that chemical composition accounted for a large proportion of the difference in
root potential decomposition rate. By contrast, morphological traits, such as root length,
volume, diameter and density had a more variable impact. However, only a few Fabaceae
species were included in these studies and the ecosystems studied differed considerably from
that in our experiment. Thus, further studies are required to investigate the mechanisms and
determinants of mineralisation kinetics of legume species in farmer’s field conditions, through
precise measurements of legume belowground biomass (including fine roots) and
architecture.

It would also be interesting to investigate the physicochemical characteristics of legume
residues in situations in which soil mineral nitrogen content was high before sowing. Indeed,
we showed in chapter 3 that the ranking of species differed considerably in conditions of low
soil mineral nitrogen content before sowing, in terms of the nitrogen bonus derived from
mineralisation and legume nitrogen uptake. These results are probably due to the large
differences in the amount of legume dry mass produced (for instance, lentil, grass pea,
berseem clover and common vetch produced less than 10 kg N.ha™ in 2013-2014). However,
Kazakou et al. (2009) and Justes et al. (2009) showed that nitrogen availability affected the
physicochemical characteristics of residues, and it would be interesting to investigate these

differences in our conditions.

5. Conclusion

The dry mass of residues initially in contact with the soil appeared to be the key characteristic
to consider, as it conditioned the amount of nitrogen available for rapid mineralisation. Field
pea and faba bean thus presented physicochemical profiles unfavourable for rapid nitrogen
mineralisation after their destruction, despite having a high initial aerial dry mass. By
contrast, the other species, lentil, grass pea, common vetch and berseem clover, had more

promising profiles for rapid nitrogen release, thanks to high proportions of dry mass initially
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in contact with the soil and of soluble compounds. The typology we deduced from this set of
physicochemical characteristics thus appeared to be consistent with the ranking of the various
legume species on the basis of the WOSR nitrogen bonus derived from mineralisation of their
residues.

The original method used here to assess the ability of legume species to release biological
nitrogen rapidly after their destruction appears to be complementary to the field experiment
method used in our previous studies. As some of the characteristics identified are generic and
easy to measure, at least in principle, this qualitative ranking method could potentially be used

to assess new legume species without the need to carry out a field experiment.
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137



Chapitre 5 - Profils fonctionnels des I[égumineuses introduites en tant que plantes de service

Profils fonctionnels des légumineuses introduites en tant que plantes de service

Résumé

Au cours des chapitres précédents, nous avons classé les légumineuses du point de vue de leur
capacité a délivrer les services écosystémiques escomptés (chapitres 1 et 3) et identifié les
traits et les fonctions permettant de comprendre les performances obtenues (chapitres 2 et 4).
Toutefois, le choix de I'espéce la plus appropriée pour obtenir les services escomptés est
délicat du fait de la diversité des fonctions et traits impliqués et des antagonismes entre
Services.

L'objectif de ce chapitre est donc de dresser les profils fonctionnels des légumineuses
candidates en représentant de maniére simultanée l'ensemble des traits identifiés comme
explicatifs afin i) de visualiser clairement les corrélations et les antagonismes entre les
fonctions et les traits identifiés, et ii) de caractériser le potentiel des Iégumineuses candidates
pour délivrer les services etudiés.

Nos reésultats montrent que les traits fonctionnels liés a la compétitivité des légumineuses
durant l'automne (vitesses de croissance en hauteur, surface foliaire unitaire) s'opposent aux
traits physico-chimiques déterminant le potentiel de minéralisaiton rapide de I'azote contenu
dans le mulch. La construction des profils fonctionnels des lIégumineuses a également permis
de comparer, de maniere qualitative, le potentiel de chaque espéece candidate pour remplir les
fonctions et founir les services écosystémiques étudiés. Ces profils permettent ainsi
clairement d'opposer les espéces les plus adaptées a une croissance rapide (pois fourrager et
féverole) mais dont les résidus présentent des profils physico-chimiques peu favorables a une
minéralisation rapide, aux especes dont le potentiel de croissance est plus faible (lentille,
gesse et vesce) mais qui présentent des profils physico-chimiques adaptés a une restitution
rapide de l'azote contenu dans le mulch. La construction de mélanges d'espéeces dont les
profils fonctionnels sont trés complémentaires constitue finalement un moyen intéressant

d'atteindre un compromis entre les fonctions et les services recherchés.
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1. Introduction

Nous avons précédemment identifié les fonctions a remplir par les sept espéces de
légumineuses candidates pour obtenir les services escomptés. Au cours de l'automne, les
vitesses de croissance en biomasse (et en surface foliaire) des légumineuses constituent ainsi
des fonctions explicatives du service de régulation des adventices mais également du risque
de dis-service vis-a-vis des performances automnales du colza (chapitre 2). Les vitesses de
croissance en hauteur durant les phases d'établissement et de consolidation ainsi que la
surface foliaire unitaire constituent des traits particuliérement explicatifs de ces fonctions.
Apres la destruction des légumineuses au cours de I'hiver, nous avons également identifié et
mesuré (chapitre 4) les traits physico-chimiques des mulchs explicatifs du potentiel de
minéralisation rapide de l'azote qu'ils contiennent. Ce potentiel correspond ainsi a une
fonction déterminante pour comprendre les performances mesurées a la fin de la floraison du
colza en terme de bonus azoté issu de la minéralisation.

Une fois sélectionnés les traits fonctionnels explicatifs des fonctions et services recherchés,
I'un des enjeux consiste a dresser les profils fonctionnels (Damour et al. 2014) de ces
légumineuses candidates, afin de caractériser leur potentiel pour remplir simultanément
plusieurs fonctions et fournir plusieurs services. L'approche basée sur les traits fonctionnels
est en effet particulierement utile lorsqu'on étudie une diversité de services écosystemiques
(Storkey et al. 2015). La caractérisation du potentiel des espéces candidates a remplir les
fonctions nécessaires a la fourniture des services recherchés constitue ainsi un moyen d‘aider
au choix de l'espece ou des especes les plus appropriées suivant les usages recherchés (Tardy
et al. 2015 ; Damour et al. 2014 ; Tribouillois et al. 2015a ; den Hollander et al. 2007a). En
effet, bien souvent la volonté de maximiser un service en particulier se fait au détriment des
autres (Bennett et al. 2009). Le choix d’une espéce candidate reléve ainsi du compromis a
trouver entre chacun des services et/ou dis-services potentiellement rendus (Tixier et al. 2011
; den Hollander et al. 2007b), une espéce n'étant bien souvent pas capable de remplir toutes
les fonctions nécessaires pour un usage donné (Damour et al. 2014).

L'une des caractéristiques importantes du concept de trait fonctionnel réside dans le fait qu'ils
sont définis indépendamment du milieu dans lequel ils sont mesurés (Violle et al. 2007 ;
Garnier et Navas 2013). Malgré la variabilité des attributs de ces traits (Garnier et Navas
2013), le classement des espéces ne differe que tres peu d'un milieu a un autre (Lavorel et al.
2007). Or, nous avons montré que les conditions de milieu influaient trés fortement sur les

performances des Iégumineuses et sur le fonctionnement du couvert. La prise en compte de la
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variabilité des traits retenus comme étant explicatifs et la comparaison des classements des
especes suivant les conditions de milieu sont donc des questionnements prégnants pour juger
de l'opportunité d'utiliser ces traits.

L'utilisation de mélanges d'especes pourrait constituer un compromis afin de pouvoir remplir
les fonctions nécessaires a I'obtention d'une diversité de services écosystémiques (Tribouillois
et al. 2015b ; Damour et al. 2014 ; Storkey et al. 2015). Toutefois, la prise en compte des
traits fonctionnels a I'échelle de cette communauté d'espece nécessite de décrire la structure
fonctionnelle de ce mélange, c'est a dire la distribution des traits au sein de cette communauté
(Garnier et Navas 2013 ; Diaz et al. 2007) et de définir des modes de calcul ou d'agrégation
de ces traits pour les mélanges d'espéces.

L'objectif de ce chapitre est donc tout d'abord de dresser les profils fonctionnels des espéces
de Iégumineuses candidates et de comparer leur potentiel pour fournir les services et éviter le
dis-service étudié: réguler les adventices sans exercer de compétition vis-a-vis du colza durant
l'automne et fournir de l'azote au colza via la minéralisation de leurs résidus sous forme de
mulch au printemps. En tenant compte simultanément de I'ensemble des traits, fonctions et
services étudiés, notre but est egalement de déceler et de comprendre les antagonismes et de
discuter des moyens de gérer les compromis (i.e. trade-offs, Bennett et al. 2009) entre ces
services. Le dernier objectif est enfin de discuter des profils fonctionnels des mélanges de
Iégumineuses par rapport a ceux des espéeces qui les composent afin de comprendre si ces
mélanges peuvent constituer, comme on en a fait I'hypothése, un moyen de maximiser les
bénéfices de chaque espéce et ainsi de gérer les compromis entre les différents services

étudiés.

2. Matériels et méthodes

2.1 Traits fonctionnels et physico-chimiques mobilisés

2.1.1 Compétitivité des légumineuses a l'automne
Trois traits fonctionnels ont été identifiés comme particulierement explicatifs des fonctions
d'accroissement de biomasse et de surface foliaire des légumineuses durant l'automne
(chapitre 2). Les vitesses de croissance durant la phase d'établissement (HGRestab) et de
consolidation (HGRconsol) ont été mesurées au cours des deux années, pour l'ensemble des

modalités sur les légumineuses associées au colza, nous disposons ainsi pour chaque modalité
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de trois répétitions. La surface foliaire unitaire (LA, leaf area) a été mesurée conformément
aux protocoles de Cornelissen et al. (2003) au cours de l'automne 2013 sur les parcelles de
légumineuses pures, pour les modalités faible et forte disponibilité en azote (une seule valeur
par modalité).

2.1.2 Traits physico-chimiques relatifs a la minéralisation du mulch de légumineuses
Les traits physico-chimiques explicatifs du potentiel de minéralisation de I'azote contenu dans
les résidus de légumineuses ont été identifiés dans le chapitre 4 : le ratio azote/carbone (N/C)
et la proportion de fraction soluble (% NDS) ont été mesurés a partir d'échantillons issus du
dispositif de 2012-2013 sur les modalités faible et forte disponibilité en azote, nous disposons
ainsi d'une valeur par modalité (excepté pour le fenugrec). La capacité maximale de rétention
en eau des résidus (WCmax) et la biomasse du mulch initialement en contact avec le sol
(Aerial DMic) ont été mesurées uniquement sur les modalités faible disponibilité initiale en
azote (low SMNC). Nous utiliserons néanmoins ces mémes valeurs pour la modalité forte
disponibilité en azote, considérant que la dynamique d'évolution de la biomasse en contact ne
differe pas.
La biomasse totale produite par les légumineuses avant leur destruction a également été
identifiee comme une des variables potentiellement explicatives. Nous utiliserons donc les
traits fonctionnels explicatifs de la compétitivité des légumineuses durant l'automne, présentés
ci-avant, pour apprehender les différences entre espéces en terme de potentiel de production

de biomasse.

2.2 Mélanges d'espéces : agrégation des traits a I'échelle de la communauté

Pour déterminer les traits fonctionnels a I'échelle des mélanges d'espéces, nous avons utilisé la
méthode présentée dans le chapitre 4 pour les traits physico-chimiques (WCmax, N/C, Aerial
DMic et % NDS) consistant a pondérer les traits mesurés sur les légumineuses pures par le
pourcentage de biomasse respective de chacune des especes composant le mélange. Pour les
vitesses de croissance en hauteur, nous avons utilisé les mesures réalisées directement au sein
des mélanges, sur chacune des espéces de légumineuses qui les composent.

Pour le fenugrec, du fait de I'absence de certaines données (notamment Aerial DMic que nous
n'avons pas pu mesurer) nous avons choisi de ne pas tenir compte de cette espece dans cette
analyse. Toutefois, pour le mélange lentille/gesse/fenugrec, nous avons utilisé les valeurs

mesurées pour le trefle d'Alexandrie pour remplacer celles qui manquaient pour le fenugrec.
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Ces deux especes présentent en effet des architectures aériennes et des dynamiques
d'évolution de la biomasse en contact trés voisines (d'un point de vue qualitatif). De plus, le
fenugrec ne représente qu'une faible proportion de I'azote total contenu dans la biomasse
aerienne du mélange (en moyenne 12 et 20% en 2012 et 2013, respectivement).

2.3 Traitement statistique

Une analyse en composantes principales a été réalisée afin de représenter simultanément
I'ensemble des traits fonctionnels et physico-chimiques, sélectionnés comme étant explicatifs
des fonctions et services étudiés, et de comprendre les liaisons entre ces variables (Table 11).
Seuls les traits mesurés sur les légumineuses seules associées au colza ont été utilisés pour
construire le plan factoriel. Les individus (i.e. les modalités de légumineuses seules) ont
ensuite été projetés suivant les deux axes factoriels de I'ACP et les moyennes des coordonnées
ont été calculées par espece afin de comparer les différentes stratégies fonctionnelles.

Les coordonnées des modalités correspondant aux mélanges d'espéces sur ce plan factoriel
ont ensuite été calculées, puis ces points ont été projetés en tant qu'individus supplémentaires.
Les variables utilisées dans les chapitres precédents pour juger du potentiel de chaque espece
a delivrer certains services écosystemiques, I'abondance d'adventices en entrée d'hiver (weed
abundance), la quantité d'azote absorbé par le colza en entrée d'hiver (WOSR N uptake) et le
bonus issu de la minéralisation mesuré a la fin de la floraison (N bonus min), ont également
été projetées suivant le plan factoriel en tant que variable supplémentaire.

Nous avons également effectué des analyses de variance (fonction aov, logiciel r) afin de
déterminer l'effet de la disponibilité initiale en azote et de l'année sur les vitesses de
croissance en hauteur des légumineuses. Pour les autres traits, nous ne disposons pas de

mesures répétées pour effectuer ces analyses.
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Table 11 : Intitulé des variables utilisées pour construire les profils fonctionnels

Traits fonctionnels retenus . Critere d'évaluation des services
/ Fonctions /
. L concernées . , .
variables principales variables supplémentaires

LA - Leaf area
surface foliaire unitaire
HGRestab - Height growth rate establishment
phase Weed abundance & WOSR N

vitesse d'accroissement de la hauteur phase g yltesse uptake
it accroissement de la .
d'établissement biomasse et du LA Abondance des adventices & azote
HGRconcol - Height growth rate consolidation absorbé par le colza
phase
vitesse d'accroissement de la hauteur phase de
consolidation
N/C - nitrogen/carbon ratio
ratio azote/carbone
%NDS - soluble fraction
fraction soluble Potentiel de N bonus min
Aerial DMic - aerial dry matter initially in minéralisation rapide Nitrogen ponug derlved from
contact du mulch mineralisation

biomasse aérienne du mulch initialement en bonus azoté issu de la minéralisation
contact avec le sol
WCmax - maximum water content

teneur en eau maximale

3. Resultats
3.1 Variabilité explorée par notre gamme d'especes pour les traits retenus

3.1.1 Traits fonctionnels relatifs aux performances des légumineuses en automne
Les vitesses d'accroissement en hauteur mesurées sur les légumineuses seules associées au
colza durant les phases d'établissement et de consolidation sont présentées sur la Figure 32.
Durant la phase d'établissement, les résultats indiquent que les attributs de ce trait varient
assez fortement d'une année & l'autre (effet significatif, p = 3. 10°), la vitesse de croissance en
hauteur étant plus importante en 2013 qu'en 2012. En revanche, les attributs de ce trait ne sont
pas significativement modifiés par le niveau de disponibilité en azote. Le classement de ces
espéces du point de vue de leur vitesse de croissance en hauteur varie trés peu suivant I'année
ou le niveau de disponibilité en azote considéré. Ainsi, dans tous les cas, le pois fourrager et

la féverole présentent les vitesses d'accroissement en hauteur les plus importantes de la
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gamme d'espéce considérée tandis que le fenugrec, la lentille et le trefle d'Alexandrie
présentent les valeurs les plus faibles.

Durant la phase de consolidation, les vitesses de croissance en hauteur différent
significativement suivant l'année considérée (p = 7.9 10™) et le niveau de disponibilité en
azote (p = 1.7 10, les valeurs mesurées étant significativement plus élevées en 2013 et pour
le niveau de forte disponibilité initiale en azote. A l'instar de la phase d'établissement du
couvert, le classement des espéces suivant leur vitesse d'accroissement en hauteur durant la
phase de consolidation varie peu dans des conditions de milieu données. La lentille présente
ainsi la vitesse de croissance la plus faible tandis que les valeurs les plus élevées ont été
mesurées sur la féverole et le pois fourrager.

Les mesures des surfaces foliaires unitaires des légumineuses (leaf area, LA) sont présentées
sur la Figure 33. Les résultats indiquent que les valeurs mesurées ne différent pas suivant le
niveau de disponibilité initiale en azote. De la méme fagon, le classement des especes suivant
ce trait fonctionnel ne differe que trés peu d'un milieu a un autre. Le pois et la féverole
présentent ainsi des surfaces foliaires unitaires bien plus importantes que toutes les autres

especes.
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Figure 32 : Comparaison des vitesses de croissance en hauteur des légumineuses (durant les phases
d'iétablissement et de consolidation), mesurées en situation de faible (axe des abscisses) et de forte (axe des
ordonnées) disponibilité initiale en azote et pour les deux années. Chaque point correspond a la moyenne
des trois répétitions, les barres verticales et horizontales représentent les écarts-types. La droite

représente la premiére bissectrice
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Figure 33 : Comparaison des surfaces foliaires unitaires (Leaf area), mesurées en situation de faible (axe
des abscisses) et de forte (axe des ordonnées) disponibilité initiale en azote (chaque point correspond a une
mesure unique effectuée en 2013 suivant le protocole de Cornelissen et al. 2003). La droite représente la

premiere bissectrice

3.1.2 Traits physico-chimiques relatifs au potentiel de minéralisation des
Iégumineuses
Le ratio azote/carbone et le pourcentage de fraction soluble mesurés sur les résidus de
Iégumineuses en entrée d'hiver (Figure 34) indiquent que les valeurs sont globalement peu
impactées par le niveau de disponibilité initiale en azote. De la méme facon les classements
des espéces candidates suivant ces deux traits ne sont que trés peu modifiés par le niveau de
disponibilité initiale en azote. La biomasse initialement en contact avec le sol et la teneur
maximale en eau (Aerial DMic et WCmax) n'ont pu étre mesurées qu'en situation de faible
disponibilité initiale en azote.

Le classement des espéces suivant les traits physico-chimiques est discuté dans le chapitre 4.
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Figure 34 : Comparaison entre les attributs des légumineuses pour le taux C/N et la fraction soluble,
mesurés en situation de faible (axe des abscisses) et de forte disponibilité initiale en azote (axe des

ordonnées). La droite représente la premiére bissectrice

3.2 Corrélations entre traits

L'analyse en composantes principales indique que les deux premiers axes permettent a eux
deux de représenter 84.2% de la variabilite (62.5% et 21.7% pour les axes 1 et 2
respectivement), Figure 35. L'axe 1 oppose trés fortement la surface foliaire unitaire (LA) et
les vitesses d'accroissement de hauteur (HGRestab et HGRconsol) d'une part et la biomasse
aérienne initialement en contact avec le sol (Aerial DMic) et la fraction soluble (% NDS)
d'autre part. Les coefficients de corrélation entre I'axe 1 et ces 5 traits s'élévent a -0.95, -0.83,
-0.85, 0.78 et 0.89 pour respectivement la surface foliaire, les vitesses d'accroissement en
hauteur durant les phases d'établissement et de consolidation, la biomasse initiale en contact
et la fraction soluble (corrélations significatives, p<0.01). Dans une moindre mesure, le
premier axe est également significativement corrélé avec le ratio N/C (p<0.01, coefficient de
corrélation = 0.59) et le contenu maximal en eau (p<0.01, coefficient de corrélation = 0.57).
Ainsi, de maniére générale, le premier axe de I'ACP oppose clairement les traits identifiés
comme étant bien corrélés avec les fonctions d'accumulation de biomasse et de surface
foliaire avec ceux qui sont corrélés avec la qualité physico-chimique du mulch.

Le second axe est fortement corrélé avec le ratio N/C (coefficient de corrélation = -0.70,
p<0.01) et le contenu maximal en eau (coefficient de corrélation = -0.75, p<0.01). Ces deux

traits contribuent ainsi a eux seuls pour respectivement 32 et 37% de la construction de cet
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axe. Dans une moindre mesure, la biomasse aérienne initialement en contact avec le sol
(coefficient de corrélation = -0.50) et la vitesse d'accroissement en hauteur en début de cycle
(coefficient de corrélation = -0.37) sont également significativement corrélés avec l'axe 2
(p<0.01).

Il apparait ainsi clairement que les espéces les plus compétitives et les plus efficientes pour
accumuler une biomasse et une surface foliaire importantes (situées le plus & gauche du plan
factoriel) ne présentent pas des qualités physico-chimiques adaptées a une minéralisation
rapide de l'azote qu'elles contiennent. A l'inverse, les especes qui regroupent des traits
physico-chimiques favorables a une minéralisation rapide de l'azote qu'elles contiennent
(situées plutét dans la partie inférieure droite du plan factoriel) sont peu compétitives vis-a-vis
des ressources et accumulent une biomasse assez faible (les quantités d'azote total en jeu sont
donc restreintes).

La projection des variables permettant de juger des performances des especes pour les
services ou dis-services étudies en tant que variables supplémentaires (l'abondance
d'adventices et la quantité d'azote absorbé par le colza en entrée d'hiver ainsi que le bonus
azoté issu de la minéralisation des résidus et de la matiere organique du sol) confirme bien les
stratégies évoquées précédemment. Les deux premieres variables (qui se superposent sur le
plan factoriel, Figure 35) rendant compte des effets de la compétition exercée par les
Iégumineuses sur les autres especes composant le couvert (colza et adventices), sont ainsi
positivement corrélées avec l'axe 1. La projection du bonus d'azote mesuré a la fin de la
floraison et issu de la minéralisation de I'azote du sol et des résidus de légumineuses sur ce
plan factoriel, renforce également le fait que les especes situées dans le quart inférieur droit

sont les plus a méme d'accroitre la quantité d'azote minéralisé pour le colza.
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Figure 35 : Cercle des corrélations (plan FI/F2). LA: Leaf area - surface foliaire unitaire ; HGRestab:
Height growth rate during the establishment phase - Vitesse d'accroissement de hauteur au cours de la
phase d'établissement ; HGRconsol: Height growth rate during the consolidation phase - Vitesse
d'accroissement de hauteur au cours de la phase de consolidation ; WCmax: Maximum water content -
contenu maximum en eau des résidus ; N/C: Nitrogen/carbon ratio - ratio azote/carbone ; Aerial DMic:
Aerial dry matter initially in contact with the soil - biomasse aérienne initialement en contact avec le sol ;
%NDS: Soluble fraction proportion - % de fraction soluble. N bonus min: Nitrogen bonus derived from
mineralisation at the end of flowering - Bonus azoté issu de la minéralisaiton du sol et des résidus de
légumineuses mesuré a fin floraison ; Weed abundance: abondance des adventices entrée d'hiver ; WOSR
N uptake: Azote absorbé par le colza en entrée d'hiver
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3.3 Profils fonctionnels des espéces candidates

La projection des individus sur le plan factoriel permet de caractériser les différents profils
fonctionnels des six espéces de légumineuses pures en tenant compte de leur positionnement
suivant les axes de spécialisation décrits précédemment (Figure 36).

Le pois fourrager présente ainsi une forte capacité a croitre en hauteur ainsi qu'une surface
foliaire unitaire élevée lui conférant une aptitude importante a accumuler rapidement une
biomasse et une surface foliaire (totale) élevées. Cette espéce apparait ainsi comme la plus
compétitive vis-a-vis des adventices et du colza. En revanche, son profil physico-chimique
n'est pas favorable a une disponibilité élevée et rapide de l'azote absorbé. Le profil fonctionnel
de la féverole est assez voisin de celui du pois fourrager du point de vue de sa capacité a
accumuler une biomasse importante mais avec une qualité physico-chimique des résidus plus
médiocre, notamment du fait d'une corrélation trés négative avec le taux N/C et la biomasse
initiale en contact. Cette espece apparait ainsi comme étant la moins favorable a une
minéralisation rapide de I'azote absorbé, contenu dans le mulch.

La lentille présente un profil physico-chimique assez favorable (malgre une faible capacité de
rétention en eau maximale) mais une faible capacité a accumuler rapidement une biomasse
élevée et donc a se montrer compétitive vis-a-vis des adventices et du colza. Le profil
fonctionnel du trefle d'Alexandrie est assez voisin de celui de la lentille mais avec une
capacité a accumuler de la biomasse plus importante et un profil physico-chimique plus
défavorable. La gesse et la vesce, enfin, présentent les profils fonctionnels les plus propices a
une disponibilité élevée de l'azote absorbé au cours de l'automne pour une minéralisation
rapide apres leur destruction (a fortiori pour la gesse). Toutefois, du fait d'une faible capacité
a accumuler une biomasse importante, les quantités d'azote en jeu sont assez limitées.

La classification par dendrogramme effectuée en tenant compte uniquement des légumineuses
seules permet de distinguer de facon tres nette cing groupes fonctionnels homogeénes: pois,
féverole, lentille, tréfle d'Alexandrie et un groupe composé de la gesse et de la vesce (données
non présentées).

La projection des individus suivant leur appartenance a la modalité faible ou forte
disponibilité initiale en azote ne montre pas de différences entre les deux groupes (données

non présentées).
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Figure 36 : Projection des individus sur le plan factoriel F1/F2. F.pea: Pois fourrager ; F.bean: féverole ;
LeFb: mélange lentille/féverole; CvFbBc: mélange vesce/féverole/tréfle A ; B.clover: tréfle d'Alexandrie;

C.vetch: vesce commune; G.pea: gesse; Len: lentille; LeGpFe: mélange lentille/gesse/fenugrec

3.4 Mélanges d'espéces

En projetant les mélanges d'especes (en tant qu'individus supplémentaires) sur ce plan
factoriel, la modalité lentille/gesse/fenugrec présente, a l'instar des especes qui la composent,
un profil fonctionnel adapté a une restitution rapide de l'azote contenu dans les résidus mais
une faible capacité a accumuler une biomasse importante. Cette modalité apparait ainsi
comme la moins compétitive vis-a-vis du colza et des adventices. Du fait de la forte
prédominance de la féverole vis-a-vis de la lentille dans la modalité féverole/lentille, le profil
fonctionnel obtenu pour cette modalité est tres voisin de celui de la féverole, caractérisé par
un potentiel d'accumulation de biomasse élevé ainsi que des traits physico-chimiques peu
favorables a wune minéralisation rapide. Le profil fonctionnel de la modalité
vesce/féverole/tréfle d'Alexandrie est le plus équilibré parmi les mélanges d'espéces. En effet,
il présente une capacité d'accumulation de biomasse et des caractéristiques physico-chimiques

relativement intéressantes.
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4. Discussion

4.1 Quels classements obtenus a partir de ces profils fonctionnels ?

La comparaison du positionnement des especes suivant les axes de spécialisation du plan
factoriel avec les résultats mesurés en termes de régulation des adventices (abondance en
entrée d'hiver), de compétition exercée vis-a-vis du colza durant l'automne (azote absorbé par
le colza en entrée d'hiver) et de fourniture d'azote durant le printemps (bonus azoté issu de la
minéralisation, mesurés a la fin de la floraison) indique que les profils fonctionnels des
modalités de légumineuses pures (et des mélanges) rendent globalement compte des grandes
tendances en termes de performances enregistrées. Du point de vue de la compétitivité des
lIégumineuses en automne, le pois fourrager et la lentille qui présentent des profils opposés
(suivant l'axe 1) ont également été identifies comme étant respectivement fortement et
faiblement compétitifs vis-a-vis des adventices et du colza (chapitre 1). De la méme maniére,
la féverole et la gesse qui présentent des profils opposés en terme de potentiel de
minéralisation s'opposent également en terme de bonus azoté issu de la minéralisation, mesuré
a la fin de la floraison.

Toutefois, a la seule lumiere de ces profils fonctionnels, il est délicat de pouvoir effectuer un
classement tres fin de I'ensemble des especes du point de vue de leur capacité a fournir les
services étudiés. Ainsi, si l'objectif est de comparer la capacité des Iégumineuses a réguler les
adventices (on s'intéresse donc au positionnement suivant l'axe 1), il est difficile de
déterminer qui de la vesce, du trefle d'Alexandrie ou de la gesse est I'espece la plus
intéressante. En effet, ces dernieres présentent des traits fonctionnels explicatifs des fonctions
recherchés pour ce service qui ne difféerent que trés peu. Pourtant les performances mesurées
en terme de régulation des adventices sont assez contrastées pour ces modalités (chapitre 1).
Du point de vue du potentiel de minéralisation de l'azote contenu dans les résidus de
Iégumineuses, les profils fonctionnels des différentes espéces sont également globalement
cohérents avec les performances mesurées. Ils permettent ainsi clairement d'opposer la
féverole et le mélange féverole/lentille aux autres modalités de légumineuses testées, cette
tendance étant en accord avec les résultats obtenus en terme de bonus azoté issu de la
minéralisation mesureé sur le colza a la fin de la floraison.

Toutefois, et a fortiori lorsqu'on considére la fonction de minéralisation de lI'azote contenu
dans les mulchs de légumineuses, ces profils ne correspondent qu'a des potentiels de

fourniture des services "toutes choses égales par ailleurs" ; la prise en compte des conditions
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de milieu doit ainsi permettre d'affiner le classement des especes suivant les services

escomptés.

4.2 Prise en compte du filtre environnemental pour interpréter ces profils

Le niveau de disponibilité initiale en azote n'a pas induit de modification majeure du
classement des espéces suivant les traits fonctionnels explicatifs des fonctions et services
recherchés. On a également démontré (chapitre 2 et Annexe 7) que les mémes traits étaient
explicatifs des performances des légumineuses en termes de vitesse d'accroissement de
biomasse et de surface foliaire. Afin d'affiner le classement des potentiels des espéces
candidates a fournir les fonctions et services escomptés, on peut néanmoins considérer, de
maniére qualitative, les effets de ce filtre environnemental. Ainsi, en cas de forte disponibilité
en azote, nous avons précédemment demontré que la phase d'établissement des legumineuses
était particulierement importante, ce qui revient a accorder plus de poids aux traits explicatifs
des performances des légumineuses a cette période (HGRestab et LA). Toutefois, la prise en
compte de ces traits ne modifie pas profondément le classement des especes. En revanche,
lorsqu'on s'intéresse au service de fourniture d'azote liée a la minéralisation des mulchs de
Iégumineuses, la prise en compte des conditions de milieu, et notamment des conditions
climatiques (date de destruction des légumineuses, pluviométrie printaniére), permet de
préciser les classements entre espéces. Par exemple, en cas de destruction précoce, on
accordera un poids supplémentaire a la capacité des espéces a produire une biomasse
importante du fait d'une période disponible pour la minéralisation plus longue. Cela constitue
dailleurs une des raisons pour laquelle le pois fourrager (détruit trés précocement au cours
des deux années d'expérimentation) figure parmi les espéces pour lesquelles la minéralisation
a été importante (chapitre 3).

L'ensemble des relations présentées a été identifié sur un seul site pour deux niveaux de
disponibilité initiale en azote. Or, les relations entre traits, fonctions et services qui en
découlent sont parfois difficilement transposables d'un pédoclimat ou d'une année a l'autre du
fait de I'impact trés important des conditions environnementales (Duru et al. 2010). Ces traits
fonctionnels doivent donc étre mesurés dans une gamme la plus diversifiée possible
d'environnements et de systéemes de culture (Wood et al. 2015) ce qui peut nécessiter de ré-
évaluer certaines relations trait-fonction (Damour et al. 2014). En comparant la stabilité de
certains traits fonctionnels dans une large gamme de conditions de milieu, Kazakou et al.

(2014) ont ainsi identifié certains traits comme étant particulierement variables d'un milieu a
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l'autre (notamment les traits décrivant la qualité chimique des tissus végétaux). Dans le cas
des colzas associés, les mesures de traits des légumineuses, qui seront réalisés dans le cadre
des essais multi-locaux du CASDAR Alliance (dans une gamme diversifiée de pedoclimats),
permettront de mieux appréhender cette variabilité intra-spécifique.

4.3 Utiliser des meélanges d'especes: une solution pour gérer les compromis entre

services ?

Aucune espéce ne peut a priori satisfaire I'ensemble des services écosystémiques recherchés
(Damour et al. 2014 ; Tribouillois et al. 2015b). De plus, I'évaluation de l'opportunité
d'utiliser des plantes de service doit considérer la totalité des services mais également les dis-
services potentiels (Wood et al. 2015), la gestion des compromis entre ces externalités
positives et négatives constitue donc un enjeu majeur. L'utilisation de melanges d'especes,
dont les stratégies fonctionnelles en termes de niche exploitée et de phénologie different
fortement, constitue ainsi une voie possible afin d'optimiser la fourniture simultanée de
plusieurs services écosystémiques et de gérer ces compromis (Storkey et al. 2015 ;
Tribouillois et al. 2015b).

Dans notre cas d'étude, nous avons ainsi testé des mélanges de deux ou trois especes de
Iégumineuses en reduisant les densités des semis au prorata du nombre d'especes. Les
résultats obtenus montrent que l'utilisation d'espéces dont les profils fonctionnels différent
fortement (cas des mélanges lentille/féverole et vesce/féverole/trefle en particulier) ne
conduisait pas forcément a l'obtention d'un profil fonctionnel "moyen”. En effet, pour les
traits et la méthode d'agrégation que nous avons sélectionnés, le mélange lentille/féverole
présente ainsi un profil trés voisin de celui de la féverole seule, ce qui se Vérifie au niveau des
performances enregistrees en terme de minéralisation de I'N contenu dans le mulch (chapitre
3). En revanche, le niveau de compétitivité élevé durant la phase automnale suggéré par le
profil fonctionnel de ce mélange n'est pas en accord avec les résultats observés en termes de
régulation des adventices et de compétition exercée sur le colza (chapitre 1). Le profil
fonctionnel obtenu pour le mélange vesce/féverole/trefle differe également d'un profil qu'on
aurait pu déterminer en considérant le barycentre des espéces pures qui le composent. A
I'instar du mélange lentille/féverole, les proportions de biomasse des especes tres variables
mais également les relations de compétition qui s'exercent entre les Iégumineuses (conduisant
notamment a des vitesses de croissance en hauteur différentes de celles de légumineuses

conduites seules, en association avec le colza) expliquent en partie ce phénomene. Enfin, le
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mélange lentille/gesse/fenugrec, construit a partir d'espéces peu ou moyennement
compétitives durant l'automne, présentant des profils fonctionnels voisins, et relativement
bien adaptées a une minéralisation rapide de l'azote qu'elles contiennent, présente un profil
qui ne différe que trés peu de ceux des especes pures. Ainsi, comme suggéré dans Litrico et
Violle (2015), le mélange d'espéces dont les profils fonctionnels sont redondants n'induit pas
une amélioration importante des performances du mélange.

La construction de mélanges d'espéces a partir des profils fonctionnels des especes pures
constitue finalement une méthode intéressante pour gérer les compromis entre services,
uniquement lorsqu'on choisit des espéces dont les profils sont différents. Toutefois, une
attention particuliére doit étre portée aux mélanges mettant en oeuvre des especes dont les
avantage compétitif trop important vis-a-vis des autres, des phénomeénes "d'exclusion
compétitive™ (Litrico et Violle 2015) peuvent survenir, conduisant par exemple a la
disparition d'une des espéces, ce qui est contre-productif au sein d'un mélange d'espéces. Le
profil fonctionnel obtenu peut ainsi fortement différer du profil moyen attendu. La prise en
compte de ses mécanismes est ainsi fondamentale pour proposer des melanges d'espéces plus
efficients (Damour et al. 2014).

La gestion différenciée des densités de semis respectives (augmentation de la densité de semis
de l'espece la moins compétitive par exemple) et de l'arrangement spatial de ces espéces
constituent probablement des leviers techniques intéressants pour gérer ces compromis, en

fonctions des effets attendus.

4.4 Méthode de construction des profils fonctionnels

D'un point de vue qualitatif, les profils fonctionnels que nous avons dressés apparaissent
intéressants pour appréhender les fonctions remplies par les Iégumineuses et les niveaux de
performances obtenus pour les services étudiés. En effet, bien que nous n‘ayons qu'une vision
non-exhaustive des mécanismes en jeu et des fonctions explicatives, les corrélations entre les
traits sélectionnés et les services sont cohérentes. La prise en compte de nouveaux traits,
identifiés comme étant explicatifs de ces mécanismes et fonctions non encore étudiés tels que
la compétitivité sur le plan racinaire, ou encore les déterminants des "effets mulch" (chapitre
3) favorisant l'efficience d'utilisation de l'azote par le colza au printemps, ou bien de

nouveaux services ecosystémiques (régulation des insectes ravageurs par exemple) permettra
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d'affiner encore ces profils fonctionnels et ainsi d'avoir une vision plus précise des
potentialités offertes par chaque espece.

La démarche que nous avons mobilisée pour aboutir a ces profils fonctionnels différe
fortement d'autres études analogues a la notre dont lobjectif était d'effectuer une
caracterisation fonctionnelle d'espéces candidates pour une utilisation en tant que couvert
végetal ou plante de service (Damour et al. 2014 ; Tardy et al. 2015 ; Tribouillois et al.
2015a). En effet, ces derniers ont tout d'abord déterminé, a priori, les fonctions des espéces
candidates susceptibles de leur permettre de rendre les services escomptés puis dans un
second temps, ils ont identifié les traits fonctionnels des especes explicatifs de ces fonctions, a
partir de mesures effectuées sur les plantes cultivées en pur. Ainsi, dans ces cas de figure, la
prise en compte de mécanismes de compétition interspécifiques (vis-a-vis de la culture de
vente ou d'autres plantes de service utilisées en mélange) ou intra-spécifique (car ces traits
sont parfois mesurés sur des plantes isolées (Tardy et al. 2015 ; Damour et al. 2014)) ne se
fait qu'une fois sélectionnées les especes les plus intéressantes et introduites en situation de
compétition.

Inversement, considérant que les mécanismes de compétition interspécifiques sont
primordiaux dans le cas des colzas-associés et que notre connaissance initiale des fonctions
déterminantes n'était pas suffisante, nous avons fait le choix de mesurer tout d'abord le
potentiel des légumineuses pour fournir les services étudiés puis de comprendre les
mécanismes et les fonctions des légumineuses explicatives de ces performances. Enfin, nous
avons identifié des traits fonctionnels explicatifs de ces fonctions. Ainsi, bien que le nombre
d'especes candidates étudié soit plus restreint dans notre cas d'étude (les mesures effectuées
sont en effet plus chronophages), les relations que nous avons identifiées entre les services,
les fonctions et les traits fonctionnels présentent l'avantage d'étre obtenus en situation

d'association et adaptées spécifiguement au contexte des colzas associés.

155



Chapitre 5 - Profils fonctionnels des I[égumineuses introduites en tant que plantes de service

5. Conclusion

La construction des profils fonctionnels des légumineuses candidates a permis de comparer,
de maniére qualitative, les potentiels offerts pas ces espéeces pour fournir les différents
services écosystémiques étudiés. Pour un service écosystémique donné, nous avons ainsi pu
identifier les especes les plus et les moins a-méme de remplir les fonctions nécessaires.
Toutefois, pour les autres espéces, "non-spécialisées”, leur classement du point de vue de leur
aptitude a remplir ces fonctions demeure délicat, tant leurs profils fonctionnels sont proches.

Cette méthode nous a également permis de mettre en évidence les antagonismes importants
entre les fonctions des légumineuses permettant de rendre les services escomptés. Les
légumineuses les plus compétitives au cours de l'automne présentent ainsi les profils physico-
chimiques les plus défavorables a une minéralisation rapide de I'azote contenu dans le mulch.

La construction de mélanges d'especes dont les profils fonctionnels différent est une des voies
possibles permettant d'aboutir a un compromis entre ces fonctions et services. Cependant, la
prise en compte préalable des phénomenes de compétition entre especes est nécessaire afin

d'optimiser le fonctionnement de ces mélanges.
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1. Effets des plantes de service sur la régulation des adventices

1.1 Capacité des colzas associes a réguler les adventices

Les travaux conduits au cours de cette thése ont tout d’abord permis de démontrer que
l'insertion de légumineuses gélives, associées a une culture de colza, conduisait, dans la
majorité des situations étudiées, y compris certaines caractérisées par de tres fortes
infestations en adventices, a une réduction de la biomasse et de I'abondance des adventices en
entrée d'hiver par rapport a un colza seul (chapitre 1). Nous avons également observé un effet
important de I'espéce de légumineuse sur l'efficience de réduction des quantités d'adventices,
les plus efficaces (trefle d'Alexandrie, pois fourrager, vesce commune, mélange
vesce/féverole/tréfle, et féverole dans une moindre mesure) pouvant conduire a des réductions
de I'abondance en adventices de plus de 70% par rapport a celle observée sur le témoin sans
lIégumineuse en entrée d'hiver. D'autres especes (gesse, fenugrec, lentille, et les mélanges qui
en sont composés), en revanche, n‘ont pas permis de réduire significativement 1’infestation en
adventices.

Nous avons egalement démontré que la présence de légumineuses associées au colza n'induit
généralement pas de réduction significative de la quantité d'azote absorbé en entrée d'hiver
par le colza. En effet, seule 1’association avec du pois fourrager a conduit a une réduction
significative de l'absorption d'azote par le colza, et ceci uniqguement en 2013 dans une
situation a tres haute infestation en adventices (effet plus marqué en cas de forte disponibilité
en azote dans le sol), (chapitre 1). Dans des conditions plus classiques de culture (partie
azote), nous n’avons pas observé d'effet dépressif des plantes de service sur la culture de
vente, ce qui confirme le risque limité de compétition exercée par les légumineuses sur le
colza (chapitre 3).

Les phénomeénes de compétition qui s'exercent entre les différentes especes au cours de la
phase automnale concernent différentes ressources (rayonnement, éléments minéraux, eau).
Dans le cadre de ce travail, nous avons plus particulierement étudié la compétition pour le
rayonnement et pour l'azote. Nos résultats suggerent que la compétition pour le rayonnement
constitue un meécanisme déterminant pour comprendre la capacité des associations colza-
Iégumineuses a réguler les adventices. Ainsi, I'accroissement de surface foliaire du couvert lié
a l'introduction de plantes de service conduit a une augmentation de I’interception du
rayonnement par le couvert colza-légumineuse et une réduction par les adventices (voir

également I'Annexe 9). La phase de croissance simultanée étant trés courte en automne, les
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vitesses d'accroissement de la surface foliaire constituent ainsi des caractéristiques
déterminantes pour expliquer les performances enregistrées, en termes de régulation des
adventices mais aussi de compétition exercée sur le colza.

Contrairement a I'hnypothése initialement formulée (hypothése 2), l'intensité des phénoménes
de compétition qui interviennent au cours de la phase de croissance initiale entre les
différentes especes est relativement faible et impacte peu le niveau des performances du colza
enregistrées en entrée d'hiver. En situation de faible disponibilité en azote, nous n'avons ainsi
pas mis en évidence d'effet significatif de tels mécanismes intervenant au cours de cette
période sur la capacité finale du couvert a contrbler les adventices ou sur celle des
Iégumineuses a exercer un effet dépressif sur l'absorption d'azote par le colza. En revanche, en
situation de forte disponibilité en azote, le début du cycle de croissance constitue une periode
plus déterminante car il conditionne en partie les performances de régulation des adventices et
d'absorption d'azote par le colza. Ainsi, dans ces conditions, seules les léegumineuses dont la
vitesse de croissance initiale est élevée sont susceptibles de se montrer compétitives vis-a-vis
des adventices et du colza. En effet, la capacité importante d'absorption d'azote par le colza lui
autres especes. Le filtre environnemental dans ces conditions est ainsi bien plus fort pour les
Iégumineuses.

Finalement, quelles que soient les conditions de milieu, la seconde partie du cycle automnal
(phase de consolidation) constitue la phase de croissance la plus importante pour comprendre
les relations de compétition entre espéces et les performances enregistrées, en termes de

régulation des adventices et d'azote absorbé par la culture de vente en entrée d'hiver.

1.2 Impact de la disponibilité initiale en azote sur les performances automnales

Le fonctionnement des associations colza-légumineuses a été trés influencé par la
disponibilité initiale en azote dans le sol. En effet, le niveau de disponibilité, pour une année
donnée, a significativement modifié la structure de I'association, malgré des biomasses totales
maximales voisines pour l'ensemble du couvert colza-légumineuses. Ainsi, a la fin de la
période de croissance simultanée, la proportion de légumineuses composant le couvert était
nettement plus importante en situation de faible disponibilité en azote, la biomasse de
Iégumineuse pouvant méme étre jusqu'a trois a quatre fois supérieure a celle du colza (en
2013-2014). Dans ces situations, la contribution des légumineuses a la régulation des

adventices est ainsi trés forte.

159



Synthése des principaux résultats de la thése

Lorsque le niveau d'azote minéral disponible est elevé, les légumineuses participent de facon
plus marginale a la biomasse et a la surface foliaire du couvert, mais leur présence influence
significativement le niveau de régulation des adventices et, de facon plus importante encore,
le risque de compétition automnale vis-a-vis de la culture de vente. Le colza se révele capable
d'absorber de grandes quantités d'azote minéral au cours de I'automne (Dejoux et al. 2003) et
apparait, dans ces situations, trés competitif vis-a-vis des autres espéces. Ainsi deux cas de
figures se présentent. Lorsque les plantes de service choisies sont trés compétitives, c'est-a-
dire capables d'accumuler rapidement une quantité de biomasse importante (pois fourrager ou
féverole par exemple), la croissance des légumineuses se fait généralement au détriment de la
culture de vente, la biomasse produite ayant tendance a se substituer a celle du colza.
Néanmoins la concentration en azote dans le colza n'induit que des différences limitées en
terme de quantités d'azote absorbé pour ces modalités. En revanche si les espéces choisies
sont peu compétitives (gesse, lentille, fenugrec), la biomasse produite par ces légumineuses

est faible et n'exerce aucun impact négatif vis-a-vis du colza.

2. Effets des plantes de service sur la dynamique d'absorption de I'azote par le

colza

A la fin de la floraison du colza, la quantité d'azote absorbé par les colzas associés était
généralement supérieure a celle du colza seul, quels que soient l'année ou le niveau de
disponibilité initiale en azote. Ainsi, les colzas associés aux melanges vesce/féverole/trefle
d'Alexandrie et lentille/gesse/fenugrec, au pois fourrager, a la gesse, a la vesce ou a la lentille
ont accumulé une quantité d'azote significativement supérieure a celle du colza seul, ce
surplus s'élevant en moyenne & 20 & 30 kgN.ha™ environ. Pour ces mémes espéces, le surplus
d'azote issu de la minéralisation des légumineuses associées s'élevait en moyenne a 15 a 25
kgN.ha™. L'augmentation des quantités d'azote issu de la minéralisation des résidus de
Iégumineuses et de la matiere organique du sol constitue ainsi la principale source de cet
accroissement des quantités d'azote accumulé dans la biomasse aérienne du colza. La
minéralisation des résidus de légumineuses constitue donc une source d'azote pour le colza
pour la majorité des espéces. Seuls le fenugrec, la féverole et le mélange lentille/féverole
n'ont pas montré de différences significatives par rapport au colza seul, ces deux dernieres
modalités pouvant méme présenter des quantités d'azote absorbé légerement inférieures a

celles du colza seul.
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Les niveaux de bonus azoté mesurés dans le cadre de notre expérimentation se sont révélés
plus importants que ceux mesurés au cours d'expérimentations antérieures (Cadoux et al.
2015 ; Valantin-Morison et al. 2012). Cette différence s’explique en partie par le fait que nous
nous sommes volontairement placés dans des situations de carence azotée assez marquée au
printemps, ce qui a probablement eu pour effet d'accroitre les différences par rapport au colza
seul. Cette hypothese est en effet cohérente avec les résultats de Cadoux et al. (2015), qui ont
montré que le surplus d'azote absorbé dans les colzas associés était globalement plus
important lorsque I'INN était inférieur a 1.

Nos résultats montrent également que le bonus d'azote issu de la minéralisation n'est pas
corrélé avec la quantité d'azote contenu dans les légumineuses avant leur destruction, comme
observé dans un réseau plus large (Cadoux et al. 2015 ; Valantin-Morison et al. 2012). Pour
certaines modalités, le bonus issu de la minéralisation est ainsi parfois supérieur a la quantité
d'azote accumulé par les légumineuses (mais la variabilité est importante), ce qui indique que
la présence du mulch de légumineuses accroit également la quantité d'azote issu de la
minéralisation de la matiére organique du sol (phénomene connu sous le nom de "priming
effect”, Kuzyakov 2010). Ce résultat nécessite d’étre confirmé, mais il pourrait constituer un
des phénomenes de facilitation en jeu, comme déja observé pour dautres associations
d'especes (Cong et al. 2015).

Le bonus d'azote issu de la minéralisation des légumineuses était également plus élevé au
cours de la saison 2012-2013, alors que les quantités d'azote cumulé par les légumineuses au
cours de l'automne étaient plus faibles. En effet, plus que la quantité dazote contenu dans les
résidus de légumineuses, la date de destruction est apparue importante pour expliquer le
niveau du surplus d'azote minéralisé en 2012-2013 par rapport a 2013-2014. De la méme
facon, les conditions climatiques au cours de cet hiver (précipitations de neige et de gréle) ont
probablement accéléré la mise en contact du mulch avec le sol, ce qui a accru la vitesse de
minéralisation.

Nous avons également montré que la présence des légumineuses avait conduit a améliorer
I'efficience d'utilisation de l'azote issu de la fertilisation par rapport au colza seul, de facon
plus importante pour la deuxieme année d'expérimentation (au cours de laquelle les
Iégumineuses ont produit plus de biomasse et ont été détruites plus tard). Plusieurs
mécanismes sont susceptibles d'expliquer ce phénomeéne. Parmi eux, l'amélioration de
I'efficience d'absorption de l'azote par le systeme racinaire du colza, les effets du mulch sur la
régulation de la température et I'humidité au niveau du sol ou encore la stimulation de

I'activité microbienne sont autant d'hypothéses explicatives potentielles a investiguer.
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D'autres phénomenes de facilitation interviennent également plus tét dans le cycle. En effet,
nous avons montré que les flux d'azote étaient modifiés par la présence des légumineuses,
notamment en accroissant la quantité d'azote absorbé par le colza durant la phase hivernale
(par rapport au colza sans lIégumineuse) ainsi que les reliquats en sortie d'hiver (pour certaines
modalités seulement) ou en réduisant les pertes d'azote sous forme de feuilles mortes.
Plusieurs hypothéses sont susceptibles d'expliquer ces mécanismes: i) I'effet des légumineuses
sur le micro-climat dans le couvert pourrait expliquer un moindre risque de gel du colza
(conduisant a des pertes dazote sous forme de feuilles mortes moins importantes ou
améliorant les conditions d'absorption d'azote au cours de I'hiver), ii) I'effet des légumineuses
sur le systéme racinaire du colza et sur la structure du sol (conduisant par exemple & une
moindre sensibilité a I'excés d'eau durant I'hiver). En effet, comme évoqué par Carof et al.
(2007c), la présence de plante de service peut conduire & une augmentation de la porosité
fonctionnelle du sol par rapport a une culture pure.

L'Annexe 10 qui présente le suivi photographique de deux parcelles (témoin colza sans
Iégumineuse et association colza-pois) au cours de la campagne culturale permet d'illustrer
ces phénomenes de facilitation, notamment en comparant la vigueur du colza associé au pois
(modalité pour laquelle la compétition automnale était la plus importante) au colza seul en
sortie d'hiver.

Notre travail a donc permis de mettre en évidence certains mécanismes de facilitation
(amélioration de l'efficience d'utilisation de 1’engrais azoté notamment), mais de nouvelles

investigations sont nécessaires pour comprendre I’ensemble des phénoménes impliqués.

3. Utilisation des traits fonctionnels des légumineuses pour comprendre les

mécanismes et les performances

3.1 Traits fonctionnels impliqués dans les mécanismes en jeu

La capacité des légumineuses a réguler les populations d'adventices dépend largement de leur
capacité a produire une biomasse et une surface foliaire élevées. Ces deux fonctions
dépendent de traits fonctionnels caractéristiques des espéces. Ainsi, la capacité des
Iégumineuses a croitre trés rapidement en hauteur (que ce soit durant la phase d'établissement
ou de consolidation) constitue une caractéristique fondamentale pour expliquer I'accumulation

d'une surface foliaire et d'une biomasse importantes. La surface foliaire unitaire (leaf area)
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constitue également un trait fonctionnel explicatif des performances enregistrées,
particulierement durant la phase d'établissement du couvert. Ces résultats indiquent donc que
la capacité d'acces a la ressource lumineuse constitue un critére fondamental pour comprendre
les performances des légumineuses et classer les espéces. Toutefois, la démarche que nous
avons mobilisée n'a permis d'expliquer qu'une part relativement limitée de la variabilité
constatée en termes de performances des légumineuses et de leurs effets sur les services ou
dis-services. Le caractére explicatif de la combinaison de traits retenus parait donc insuffisant
pour faire de la prédiction de performances, par exemple pour évaluer l'opportunité
d'introduire de nouvelles especes candidates a partir d'une mesure a priori de ces traits.

Bien qu'ils ne correspondent pas a proprement parler a la définition de traits fonctionnels (car
non directement relies aux performances des légumineuses), les traits physico-chimiques des
mulchs que nous avons mobilisés ont permis de comprendre les déterminants de la
minéralisation de l'azote qu'ils contiennent. Ainsi, plus que le contenu total en azote des
résidus de légumineuses, leurs traits biochimiques (fraction soluble, rapport azote/carbone) et
physiques (pourcentage de biomasse en contact avec le sol, capacité de rétention en eau) nous
ont permis d'appréhender, de maniere qualitative, les différences observées entre les especes
en terme de surplus d'azote mesuré a la fin de la floraison dans les modalités associées par
rapport au colza seul. Toutefois, il serait nécessaire de valider cette approche dans une gamme
de milieux plus variée (notamment en terme de pédoclimat), et de proposer des relations
quantitatives entre traits et cinétique de minéralisation de cet azote.

Finalement, I'identification de fonctions et de mécanismes non étudiés dans le cadre de la
these et potentiellement explicatives du service de régulation des adventices et de fournitures
d'azote au cours du printemps et de leurs déterminants (compétition et facilitation au niveau
racinaire, effets allélopathique, effets mulchs) pourrait permettre d'améliorer la précision des
profils fonctionnels des especes candidates et relier de maniere plus précise leur

performances.

3.2 Etablissement des profils fonctionnels des especes candidates

La prise en compte de lI'ensemble des traits fonctionnels impliqués dans Il'obtention des
services et dis-services étudiés a permis de dresser les profils fonctionnels de chacune des
espéces candidates et de comparer, de maniere qualitative, leur aptitude a les délivrer. La
majorité des especes présente ainsi des profils fonctionnels "spécialisés”, c'est a dire adaptés a

la fourniture d'un service en particulier. En effet, nos résultats mettent en évidence I'existence
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d'antagonismes importants entre les différentes fonctions et services recherchés. Les traits
fonctionnels explicatifs des performances des légumineuses en automne s'‘opposent ainsi, pour
la plupart, a ceux qui décrivent les traits physico-chimiques des mulchs favorables a une
minéralisation rapide de I'azote qu'ils contiennent. Cela suggere qu'aucune des légumineuse
testées ne présente l'ensemble des caractéristiques favorables a I'obtention simultanée des
deux services écosystémiques recherchés tout en évitant le risque de compétition vis-a-vis du
colza.

Ces profils fonctionnels constituent un moyen efficace pour identifier ou sélectionner de
nouvelles especes candidates (ou de nouvelles variétés), susceptibles de fournir les services
escomptés, ou bien encore pour construire des mélanges d'especes permettant de gérer les
compromis lorsque plusieurs services ecosystemiques sont recherchés (Storkey et al. 2015 ;
Tribouillois et al. 2015b). Toutefois, cette approche nécessite également d'appréhender les
mécanismes de compétition/facilitation entre les légumineuses. En effet, les résultats obtenus
pour les mélanges testés dans le cadre de notre travail indiquent que leurs profils fonctionnels
different parfois fortement des profils fonctionnels "moyens™ que I'on aurait pu construire a
partir des légumineuses pures, notamment du fait des contributions tres différentes de chaque
espece a la biomasse totale du mélange.

Les profils fonctionnels que nous avons établis ne permettent toutefois pas de prendre
directement en compte les effets des conditions de milieu (disponibilité en azote ou climat par
exemple) sur l'aptitude des especes a délivrer les services écosystémiques étudies. La prise en
compte de ces interactions nécessite en effet de pondérer, de maniere qualitative, I'importance
accordée a chaque trait suivant notre connaissance des interactions entre les mécanismes en

jeu et les conditions de milieu.
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1. Protocole expérimental mis en place et la démarche analytique utilisée

1.1 Approche fonctionnelle pour étudier les mécanismes de compétition entre espéces

au sein d'associations colza-légumineuses

1.1.1 Intérét de mobiliser ce cadre conceptuel pour les associations colza-
légumineuses

Dans le cadre de ce travail, nous avons fait le choix de recourir & une démarche fonctionnelle,
cadre conceptuel permettant de structurer lI'analyse du fonctionnement des associations colza-
légumineuses et des mécanismes de compétition/facilitation mis en jeu. Comme explicité sur
la Figure 7, nous avons ainsi tout d'abord basé notre démarche sur une analyse comparative
des capacités des différentes especes de légumineuses testées a délivrer les services escomptés
via des mesures effectuees sur des colzas associés (chapitre 1 et 3). Puis, nous avons cherché
a expliquer le niveau de satisfaction de ces services a la lumiere des performances obtenues
par les légumineuses au sein de ces associations. Enfin seulement, nous avons identifié des
trais fonctionnels ou physico-chimiques permettant de comprendre les performances
enregistrées par les légumineuses et les mécanismes mis en jeu (chapitres 2 et 4). Nous avons
ainsi explicité la chaine des relations entre services, fonctions et traits, plutét que de comparer
a priori les différences entre espéces en terme de stratégie d'acquisition de ressources en nous
basant sur des matrices et des classifications déja existantes (Pierce et al. 2013 ; Grime 1974 ;
Westoby 1998) et de sélectionner les especes qui paraissent les plus appropriées, a l'instar de
ce qui est frequemment pratiqué (Damour et al. 2014 ; den Hollander et al. 2007a ; Tardy et
al. 2015).
En effet, comme supposé initialement, les traits fonctionnels couramment utilisés en écologie
fonctionnelle (SLA, LDMC, LA) n'ont pas permis, a eux seuls, d'aboutir a une compréhension
suffisante des mécanismes et a distinguer des stratégies différentes parmi les espéces testées
dans notre cas d'étude, d'autant que les especes candidates appartiennent a la méme famille
botanique. De plus, les résultats obtenus par Tribouillois et al. (2015a) sur I'utilisation d'une
approche fonctionnelle pour caractériser les stratégies d'acquisition de ressources confirment
que ces traits fonctionnels foliaires ne sont pas suffisants pour comparer des especes cultivées,
utilisées en tant que couverts végétaux, et comprendre la variabilité de leurs performances
(une partie des espéces testées est dailleurs commune a celles que nous avons comparées

dans le cadre de ce travail).
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Les effets de la compétition interspécifique (en premier lieu celle exercée par le colza) et de la
disponibilité en azote sur les performances des légumineuses se sont ainsi révélés plus
explicatifs des performances des légumineuses que les différences en terme de stratégie
d'acquisition des ressources entre les espéces candidates, particuliérement au cours de la
phase de consolidation (lorsque la compétition interspécifique est la plus intense). Les
corrélations plus fines entre certains traits fonctionnels (LDMC, masse d'une graine, LA) et
les vitesses d'accroissement de la biomasse et de la surface foliaire des légumineuses au cours
de la phase d'établissement suggerent d'ailleurs que lorsque la compétition interspécifique est
faible, les différences en terme de stratégie d'acquisition de ressources s'expriment d'avantage.
L'un des principaux avantages liés a I'utilisation du concept de trait fonctionnel pour notre cas
détude a enfin résidé dans la possibilite de considérer une pluralité de services
écosystémiques, de fonctions et de traits associés de maniere simultanée, sous forme de
profils fonctionnels. Ainsi, cette méthode a permis de comprendre les potentialités offertes et
les risques inhérents a l'introduction de chacune des especes pour les services étudiés. La
comprehension de nouveaux mécanismes ou bien la prise en compte de nouveaux services
écosystémiques permettront d'affiner ces profils fonctionnels et ainsi d'affiner le choix de
I'espéce ou du mélange d'especes a utiliser.

Parallelement, le concept de filtre environnemental (Lavorel et Garnier 2002 ; Garnier et
Navas 2012) a également permis de structurer notre raisonnement et de distinguer les
réponses des légumineuses a ces perturbations. Dans ce travail, nous avons fait I'hypothése, et
démontré, que le niveau de disponibilité initiale en azote était un filtre environnemental
majeur. La connaissance des réponses des légumineuses a une diversité de filtres
environnementaux potentiels concourt en effet fortement a l'accroissement de la généricité de

la compréhension du fonctionnement et des mécanismes mis en jeu.

1.1.2 Choix des traits mobilisés et protocole de mesure
Nous avons utilisés deux types de traits fonctionnels pour comprendre les performances des
Iégumineuses en automne. En nous basant sur la bibliographie, nous avons tout dabord
sélectionné quatre "soft" traits (i.e. facilement mesurables, Lavorel et Garnier 2002) parmi les
plus couramment utilisés et dont les relations avec les stratégies d'acquisition de ressources
des espéeces sont connues: SLA, LA et LDMC (Pierce et al. 2013 ; Westoby 1998) et la masse
des graines (Gardarin et al. 2010 ; Fayaud et al. 2014). Conformément aux protocoles
standardisés issus de la bibliographie (Cornelissen et al. 2003), nous avons mesuré ces traits

sur les légumineuses cultivées en couverts purs, dans les deux niveaux de disponibilité en
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azote. Nous avons également choisi des traits mesurés a I'échelle de la plante et qui nous
apparaissaient comme particulierement intéressants pour comprendre les relations de
compétition au sein de ce type d'associations (vitesse d'accroissement de la hauteur, ratio de
biomasse tige/feuille). Ces caractéristiques ont été mesurées sur des parcelles de légumineuses
associées. En effet, sous l'effet de la compétition entre espéces, ces traits sont susceptibles de
varier fortement (par rapport & une culture pure de légumineuse). C'est notamment le cas de la
vitesse d'accroissement de la hauteur pour laquelle, suivant la disponibilité en azote et I'espece
considérée, les valeurs peuvent varier fortement entre les situations associées ou pures, a
fortiori durant la phase de consolidation durant laquelle la compétition interspécifique est
intense (Annexe 11).

Nous avons également considéré des variables de performance dynamiques (vitesse
d'accroissement de la biomasse et de la surface foliaire des léegumineuses) en séparant deux
phases de croissance distinctes (établissement et consolidation) plutdét que de raisonner en
terme de biomasse maximale produite. En effet, du fait du pas de temps trés court durant
lesquelles les phénomeénes de compétition s'exercent, et de la forte anthropisation du milieu
(disponibilité en azote notamment), les relations de compétition et de dominance entre
especes sont exacerbées. Nous avons donc fait I'nypothese que les dynamiques de croissance
durant des phases clés étaient des variables plus explicatives et plus génériques des services

rendus.

1.2 Boucler le bilan azoté de maniere plus précise

La compréhension des dynamiques des flux d'azote au sein des associations colza-
légumineuses a constitué une des difficultés majeures lors de la construction du protocole
expérimental. Les mesures effectuées en entrée et en sortie d'hiver ainsi qu'au printemps sur la
partie azote ont tout d'abord permis d'effectuer des bilans des quantités d'azote contenu dans
les biomasses aériennes et racinaires, dans les feuilles mortes ainsi que sous forme d'azote
minéral dans le sol. Cependant, afin de boucler le bilan azoté de maniere plus précise et avant
de pouvoir effectuer une évaluation environnementale des effets de l'introduction de
Iégumineuses gélives en tant que plante de service, il est nécessaire de procéder a une
évaluation des pertes d'azote potentielle. En effet, plusieurs mécanismes peuvent conduire a
des pertes d'azote au cours du cycle cultural dans de tels systémes.

De maniére générale, l'introduction de légumineuses dans les systémes de culture peut

conduire a une augmentation du risque de lixiviation (Plazza-Bonilla et al. 2015). Dans le cas

168



Discussion générale et perspectives

des associations colza-légumineuses, ces phénomenes peuvent survenir principalement au
cours de I'hiver, aprés la destruction des légumineuses. Toutefois, les bilans azotés effectués
en entrée et en sortie d'hiver (chapitre 3) indiquent tout dabord que la présence de
légumineuse n'a pas d'impact significatif sur le niveau de reliquat azoté en entrée dhiver,
voire méme tend a réduire les niveaux de reliquats azotés lorsque que la disponibilité initiale
est élevée (données 2012). En effet, en cas de forte disponibilité initiale en azote, la fixation
symbiotique est réduite, les légumineuses favorisant I'absorption de l'azote minéral
disponible, ce qui réduit d'autant la quantité d'azote minéral en entrée d'hiver . En sortie
d'hiver, seule la présence de pois fourrager, de trefle d'Alexandrie et de féverole a conduit a
une augmentation des reliquats azotés sur I'norizon 0-90 cm (de maniere significative pour
I'année 2013-2014 uniquement). Bien que ces données ne permettent pas de quantifier de
maniére directe le risque de lixiviation de nitrates sous ces modalités associees par rapport a
la référence colza seul, elles suggerent néanmoins que ce risque ne semble pas accru de
maniére significative lorsqu'on introduit des légumineuses gélives (y compris en cas de
destruction et de début de minéralisation précoce des légumineuses, données 2012-2013). De
plus, nos résultats ont également montré que sur cette méme période, le colza avait tendance a
perdre moins d'azote sous forme de feuilles mortes et a continuer d'absorber de I'azote de
maniére plus importante lorsqu'il était associé, réduisant d'autant le risque de lessivage. Enfin,
une derniere hypotheése susceptible d’expliquer ce risque limité de lessivage hivernal consiste
a penser que la présence de légumineuses jusqu'au début, voire jusqu'a la fin de I'hiver conduit
a une augmentation de I'évapotranspiration durant cette période et donc a une réduction de la
teneur en eau du sol et de la lame drainante durant I'hiver.

Le risque le plus important de pertes en azote liées a I'introduction de légumineuses dans une
culture de colza réside probablement dans les phénoménes de volatilisation et de
dénitrification inhérents a la minéralisation de l'azote contenu dans les résidus de
Iégumineuses. En effet, dans des conditions analogues, Dejoux et al. (2000) ont demontré que
les pertes d'azote sous formes gazeuses au cours de la minéralisation de feuilles mortes de
colza (sous forme de mulch) pouvaient atteindre 40% de leur contenu en azote total. La
mesure in situ des phénomenes de volatilisation et de dénitrification ou le recours a la

modélisation pour en évaluer les quantités et les déterminants apparaissent ainsi

! Dans le cadre de cette thése, nous avons cherché & évaluer les différences entre espéces en terme de capacité de
fixation symbiotique (Ndfa: nitrogen derived from atmosphere) afin notamment de comprendre la compétitivité
des légumineuses en terme d'absorption d'azote minéral. Toutefois, I'abondance naturelle des sols de Grignon n'a
pas permis d'interpréter ces résultats de maniére fiable
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fondamentales pour évaluer l'opportunité d'introduire des légumineuses en tant que plantes de
service. En effet, ces emissions de gaz a effet de serre constituent un enjeu particuliérement
prégnant pour la culture de colza, du fait des objectifs affichés de réduction des émissions de
gaz a effet de serre pour la filiére biodiesel (Le Gall et al. 2015).

De fagon générale, une évaluation du bilan entre les pertes d'azote potentiellement dues a la
présence du mulch de légumineuses et les gains issus d'une réduction de la fertilisation
minérale (et de l'accroissement de l'efficience d'utilisation de cet azote) est nécessaire pour
évaluer les conséquences environnementales globales de l'introduction de légumineuses
gélives en tant que plantes de service. Cette évaluation doit également étre effectuée en
prenant en compte d'éventuels effets précédents et/ou cumulatifs liés a la présence des
légumineuses sur les cultures suivantes (niveau de reliquats azotés post-récolte, effets des

légumineuses sur le stockage de matieres organiques, etc).

2. Explorer des nouveaux mécanismes, tester une plus large gamme de

conditions de milieu, quantifier de nouveaux services écosystémiques

2.1 Comprendre les effets des légumineuses sur le rendement du colza

Notre dispositif analytique n'avait pas pour objectif de quantifier les impacts des plantes de
service sur le rendement en grain du colza. En effet, les pratiques techniques mises en place
visaient a faciliter la compréhension des mécanismes étudiés et la compréhension de leurs
déterminants et n'étaient donc pas optimisées. Il aurait ainsi été delicat de différencier, d'une
part, ce qui tient de leffet des légumineuses sur le rendement (phénoménes de
compétition/facilitation) et, d'autre part, ce qui est di aux conséquences des choix techniques
liés au protocole (semis des adventices sans désherbage ou carence azotée volontaire).
Néanmoins, I'explicitation des conséquences de l'introduction des plantes de service sur le
rendement en grains du colza constitue une donnée treés importante. En effet, compte-tenu de
I'impact tres important du rendement sur le bilan économique et énergétique de la culture, ce
dernier conditionne ainsi de maniére déterminante [I'évaluation économique et
environnementale de I'insertion de légumineuses gélives en tant que plante de service. Ainsi,
les pertes de rendement, si elles existent, doivent étre relativement faibles pour que les
bénéfices agronomiques, économiques et environnementaux de l'introduction des

Iégumineuses (liés a la réduction potentielle des intrants) compensent ces pertes.
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Les essais pour lesquels les itinéraires techniques du colza seul et des modalités associées ont
été conduits de maniere optimisée (programme de désherbage réduit et compatibles avec la
présence des légumineuses et dose d'azote réduite de maniére forfaitaire de 30 kgN.ha™ pour
les modalités associées) montrent un rendement au moins équivalent voire supérieur des
colzas associés par rapport a la référence colza seul (Cadoux et al. 2015). Pourtant, au stade
G4, la présence de résidus de légumineuses avait permis de ne compenser que la moitié
environ de la réduction de la dose d'azote par rapport au colza seul (15 kgN.ha™ en moyenne).
Ainsi, ces résultats suggeérent, a linstar des conclusions que nous avons formulées
précédemment, I'existence de nombreux phénomenes de facilitation, autres que les effets
"directs" de la fourniture d'azote, qui induisent une amélioration des performances
agronomiques des colzas associés conduits avec des doses d'azote réduites. L'amélioration de
la compréhension de ces autres phénomeénes de compétition potentiels que nous avons listés
précedemment (effet sur l'architecture racinaire, structuration du sol, "effet mulch”, etc) et
I'analyse fine des composantes du rendement des colzas seuls et associés dans ces situations,
paraissent donc déterminantes pour appréhender les conséquences de l'introduction des
légumineuses sur les performances de la culture et ainsi ajuster au mieux son itinéraire

technique.

2.2 Comprendre les mécanismes de compétition racinaire

Différentes ressources (eau, minéraux) peuvent faire l'objet d'une compétition intense au
niveau racinaire au sein d'associations d'especes (Malézieux et al. 2009 ; Thorsted et al.
2006a). De nombreux effets de facilitation peuvent également s'exercer entre espéces. Parmi
eux la complémentarité des systémes racinaires en termes d'architecture et de profondeur
d'enracinement, ou bien les interactions entre les systemes racinaires des espéces (via
I'exsudation de composés ou la complémentarité des systemes mycorhiziens, Hauggaard-
Nielsen and Jensen 2005) sont autant de mécanismes de facilitation qui peuvent s'exercer au
sein d'associations colza-légumineuses.

Au cours de l'automne 2013, nous avons ajouté au protocole un certain nombre de mesures
sur la partie azote afin d'appréhender les effets de la compétition interspécifique sur le

systeme racinaire du colza. Les résultats (présentés en
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Annexe 12) montrent que la compétition qui s'exerce entre le colza et les légumineuses
pouvait conduire & un fort effet dépressif en termes de longueur et de biomasse du pivot,
d'autant plus important que la disponibilité en azote était faible. Pourtant, au niveau aérien, a
I'exception du pois d'hiver, pour lequel les quantités d'azote contenu dans la biomasse
aerienne en entrée d'hiver (partie azote, 2013) étaient légérement inférieures a celles du colza
seul (mais de fagon non significative), les performances du colza ne sont pas altérées par la
présence des légumineuses. De plus, les résultats observés au printemps (en terme d'azote
absorbé par le colza) montrent également que les colzas associés sont globalement plus
performants dans le cas d'une faible disponibilité en azote (relativement aux témoins sans
Iégumineuses correspondants).

L'une des hypothéses pour expliquer ces résultats consiste a penser que la présence des
légumineuses conduit a une modification de l'architecture racinaire du colza. Ainsi que l'ont
suggeré Li et al. (2005) ou Hauggard-Nielsen et al. (2001), en situation d'association, la
croissance latérale des racines a tendance a étre augmentée sous l'effet de la compétition entre
les especes. L'augmentation de la densité racinaire (Li et al. 2005), constitue une autre
hypothése pour expliquer ces résultats. Enfin, lorsqu'une légumineuse et une non-légumineuse
sont associées, le systeme racinaire des non-légumineuses a tendance a étre concentré dans
des horizons inférieurs a ceux colonisés par la légumineuse, comme montré par Li et al.
(2005), Hauggard-Nielsen et al. (2001), Gao et al. (2010) ou encore plus spécifiqguement
Jamont et al. (2013) pour des associations colza-légumineuses. Or, nos mesures effectuées
uniqguement sur le pivot n'ont probablement pas pu capter les consequences de ces
mécanismes. De plus, les différences importantes constatées au niveau aérien entre nos deux
années d'expérimentation illustrent la nécessité de répéter ces mesures dans le temps afin de
mieux appréhender cette variabilite.

Au cours de cette expérimentation, nous avons également, en nous basant sur la méthode
d'injection d'herbicide, d'apres le protocole mis en place par Corre-Hellou et Crozat (2005),
mesuré des vitesses de pénétration du front racinaire du colza a différentes profondeurs (20,
40 et 60 cm). Contrairement a I'nypothese formulée initialement et suggérée dans la littérature
(Corre-Hellou et Crozat 2005 ; Hauggard-Nielsen et al. 2001), selon laquelle la vitesse de
pénétration du front racinaire est supérieure en situation d'association par rapport a une
culture pure, nos résultats (non présentés) suggerent que la compétition entre le colza et les
Iégumineuses n'induit pas une augmentation de la vitesse de pénétration du front racinaire de
la culture de vente au cours de la phase initiale de croissance. La tendance semble ensuite

s'inverser, le colza seul étant l'une des modalités les plus lentes pour atteindre la profondeur
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maximale testée. Cependant, cette expérimentation, du fait de la difficulté & mesurer les
symptomes foliaires et a injecter avec précision I'herbicide dans une zone suffisamment large
pour que les racines du colza soient touchées avec certitude, devrait étre reconduite pour
améliorer le protocole de mesure et affiner les conclusions. Toutefois, les tendances suggérées
par I'analyse de ces données laissent une fois de plus penser que I'hypothese selon laquelle la
compétition exercée par les légumineuses au niveau racinaire modifie plutdt la croissance
latérale ou encore la densité racinaire semble donc crédible et & approfondir.

De maniére générale, I'approfondissement des mesures visant & comprendre les mécanismes
de compétition au niveau racinaire et les ressources qui sont concernées (eau, azote, autres
minéraux) ainsi que les conséquences de cette compétition sur l'architecture racinaire
apparaissent constituer un front de recherche prégnant pour ameliorer notre compréhension du
fonctionnement des associations colza-legumineuses. En effet, une part significative des
mécanismes de facilitation et de leurs effets positifs sur les performances du colza (effet
positif ou nul sur le rendement malgré des quantités d'N absorbé inférieures (Cadoux et al.
2015), meécanismes impliqués dans l'amelioration de l'efficience d'utilisation de l'azote)
demeure inexpliquée.

L'un des moyens pour comprendre les mécanismes de compétition au niveau racinaire
pourrait consister a établir une cartographie des systémes racinaires du colza et des différentes
Iégumineuses candidates (densité et biomasse racinaire respectives) a la fois sur le plan
vertical, comme chez Shili-Touzi (2009), mais aussi latéral afin notamment de comprendre
I'influence des differents modes d'implantation (semis en ligne, en rangs espacés, a la volée).
En effet, la complémentarité des systemes racinaires sur le plan horizontal peut également
conditionner en partie les mécanismes de compétition entre les espéces (Célette et al. 2005 ;
Thorsted et al. 2006b).

A cette fin, l'utilisation de traits fonctionnels racinaires (déja mobilisés, notamment dans les
travaux de Fort et al. 2014 & 2015) pourrait également, comme dans la démarche que nous
avons mobilisée dans cette thése pour étudier les mécanismes de compétition au niveau
aérien, permettre d'améliorer la compréhension des interactions entre espéces, des stratégies
d'acquisition des ressources et enfin de compléter et de préciser les profils fonctionnels des
especes candidates en prenant en compte une plus grande diversité de fonctions et/ou de
services rendus. Plusieurs traits pourraient ainsi étre utilisés, parmi eux le RLD (root lenght
density) correspondant a la longueur des racines par unité de volume de sol ou encore le SRL

(specific root length) correspondant a la longueur de racines produites par unité de masse,
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permettent de comparer les stratégies d'acquisition des ressources des espéces (Fort et al.

2014) et pourraient constituer des traits fonctionnels racinaires intéressants a mesurer.

2.3 Prendre en compte une plus grande diversité de filtres environnementaux et

considérer les traits de réponse qui sont associés

La prise en compte d'une plus large diversité de conditions de milieu (pédoclimat, systeme de
culture) constitue également une voie d'amelioration fondamentale pour accroitre la généricité
de nos résultats. Dans ce travail, nous avons ainsi démontré que le niveau de disponibilité
initiale en azote constituait un filtre environnemental majeur pour comprendre les
performances enregistrées. D'autres conditions limitantes pourraient ainsi étre prises en
compte pour accroitre la généricité des mécanismes présentés.

Parmi elles, la disponibilité en eau au moment du semis parait étre une condition de milieu
importante a considerer, la culture étant implantée a une période et dans des régions pour
lesquelles cette ressource fait fréquemment défaut. En effet, en cas de levée retardée, la
période disponible pour la croissance des légumineuses, et ainsi pour la mise en place des
mécanismes conduisant a la fourniture des services escomptés, sera d'autant plus courte.
Ainsi, dans ces situations, la prise en compte plus fine des caractéristiques fonctionnelles qui
déterminent la faculté de germination, notamment certains traits des graines (Gardarin et al.
2010), pourrait étre une voie possible. 1l y a fort a parier également que dans les cas ou la
période de croissance est plus limitée (levée tardive ou gel précoce), les traits fonctionnels
que nous avons identifiés et qui sont explicatifs de la capacité des légumineuses a croitre
rapidement en début de cycle seront d'autant plus importants.

Une autre composante du filtre environnemental qui pourrait étre importante a considerer
concerne I'historique de la pression des adventices sur la parcelle. En effet, au cours de nos
prélevements d'entrée hiver, nous avons dénombré les abondances et mesuré les biomasses
spécifiques des adventices (mesures effectuées sur la partie adventices). A l'instar de ce qui a
déja été démontré pour d'autres exemples d'association culture de vente-plante de service
(Hiltbrunner et al. 2007b), nos résultats (Annexe 13) suggeérent I'existence d'interactions
importantes entre les abondances de chaque espece d’adventices en entrée d'hiver (et
I'efficience de contrdle de ces especes par les modalités associées par rapport au colza seul),
les modalités de légumineuses associées et les conditions de milieu (notamment la
disponibilité initiale en azote). Dans le temps de la thése, nous n‘avons pas été en mesure de

procéder a une analyse fine de ces interactions et de leurs déterminants. Toutefois, ces
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résultats laissent a penser que l'adéquation entre la prise en compte a priori des adventices
susceptibles d'étre présentes sur la parcelle et le choix la plante de service la plus a méme de
réguler ces espéces pourrait permettre d'améliorer le service de régulation des adventices.
Dans cet objectif, l'utilisation d'analyse multivariées permettant a la fois de faire le lien entre
les abondances spécifiques de chaque modalité de légumineuses ainsi que les traits
fonctionnels des adventices et des légumineuses pourrait permettre de comprendre les
déterminants de la pression de sélection des adventices pour chaque modalité de plante de
service.

Ainsi, si cette hypothese s'avérait, le choix de la légumineuse a associer pourrait étre ajusté a
la parcelle, en fonction de la flore adventice dominante. La construction du programme de
désherbage chimique pourrait également étre effectuée en se basant sur la complémentarité
entre la faculte des légumineuses a contréler telle ou telle espece de légumineuse et l'efficacité
des herbicides choisis sur la flore adventice.

De nombreuses autres composantes du filtre environnemental sont susceptibles d'intervenir et
de modifier la réponse de la communauté d'especes au sein des associations colza-
légumineuses. 1l est difficile de les traiter toutes de maniére exhaustive. Une possibilité, pour
les prendre en compte, serait d'appréhender la variabilité des traits déja identifiés dans une
large gamme de conditions de milieu afin de tester leur robustesse. Au cours de ce travalil,
nous n'avons pas mis en évidence de modifications importantes des traits de réponse, que
nous avons identifiés comme étant explicatifs des performances des légumineuses, suivant les
deux conditions de milieu que nous avons testées (faible et forte disponibilité en azote), a
I'instar de ce qui a été demontré pour une plus large gamme de conditions de milieu pour les
traits foliaires (Wright et al. 2004). L'utilisation de réseaux de parcelles multi-locales (en
cours dans le projet CASDAR Alliance) et la mesure sur ces dispositifs des traits que nous
avons identifiés permettront de confirmer ou d'infirmer cette hypothése. La possibilité
d'appréhender la variabilité des traits de réponse de ces especes permettra probablement
d'aider a la compréhension des déterminants de la variabilité de ces performances.

Ce réseau de parcelles multi-locales permettra enfin de mesurer les performances des
Iégumineuses suivant un gradient de disponibilité initiale en azote. En effet, dans le cadre du
dispositif conduit a Grignon dans le cadre de cette thése, nous avons testé deux niveaux de
disponibilité initiale en azote tres différents, nous permettant de mettre en évidence des
mécanismes de compétition/facilitation différents. La prise en compte de niveaux de

disponibilité "intermédiaires” dans le cadre de ces essais nous permettra ainsi d'affiner et

175



Discussion générale et perspectives

d'extrapoler les tendances que nous avons identifiées pour des niveaux de disponibilité initiale
trés differents.

2.4 Prendre en compte les techniques mises en oeuvre comme partie intégrante du
filtre environnemental et comprendre ses interactions avec les performances des

légumineuses.

Une autre valorisation possible de l'utilisation de ces réseaux de parcelles agricoles pourrait
également résider dans la possibilité d'améliorer notre compréhension des interactions entre
les performances des légumineuses et la variabilité des techniques mises en oeuvre en
parcelles agricoles. Ainsi, i) la nature du travail du sol (et notamment ses effets sur la
dynamique de levée des adventices), ii) le programme de désherbage utilisé (éventuelle
phytotoxicité sur les léegumineuses, niveau de réduction possible du recours aux herbicides) et
éventuellement iii) le recours au désherbage (chimique ou mécanique) localise ou encore iv)
I'utilisation de régulateurs de croissance du colza en automne constituent autant d'éléments
susceptibles de modifier fortement le fonctionnement de I'association, les performances des
Iégumineuses et in fine les services écosystémiques rendus. Certaines de ces interactions ont
déja fait l'objet d'essais, notamment pour étudier la complémentarité entre legumineuses de
service et semis direct pour gérer des flores adventices délicates (Landée et Sauzet 2011), ou
encore de l'adéquation entre le programme de désherbage et l'utilisation de légumineuses
gélives (Sauzet et Landé 2012 ; Terres Inovia 2015). La prise en compte de ces premiers
résultats ainsi qu'une analyse des pratiques et des observations des agriculteurs qui mettent
déja en oeuvre ces associations permettraient probablement d'améliorer notre compréhension

de ces interactions.

2.5 Evaluer de nouveaux services ecosystémiques

Nous avons fait le choix de centrer ce travail sur I'étude du potentiel de régulation des
adventices et de fourniture d'azote a la culture de vente. D'autres services écosystémiques, non
étudiés dans le cadre de cette thése, sont susceptibles d'étre délivrés par les plantes de service
dans le cas des colzas associés, c'est notamment le cas de la régulation des insectes
automnaux du colza. Parmi les hypotheses évoquées, la perturbation de la reconnaissance de

la plante-hdte notamment par effet dilution, I'émission de composés volatiles ou la capacité
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des plantes de service a constituer des plantes-piége sont autant de mécanismes mis en avant
dans la bibliographie (Finch 1978 ; Morley et al. 2005 ; Finch et Collier 2012).

Plusieurs essais ont ainsi déja été mis en oeuvre pour étudier ces mécanismes (Landé et al.
2012 ; CA Poitou Charentes 2012 ; Cadoux et al. 2014), sur trois bioagresseurs du colza : la
mouche du chou, la grosse altise et le charancon du bourgeon terminal. La présence de
légumineuses en tant que plantes de service a ainsi globalement montré des réductions de la
sévérité des attaques de grosses altises (CA Poitou-Charentes 2012 ; Landé et al. 2012 ;
Cadoux et al. 2014) et du charangon du bourgeon terminal (Landé et al. 2012 ; Cadoux et al.
2014 & 2015). Plusieurs caractéristiques du couvert ont été mises en avant comme
explicatives de ces mécanismes, notamment la hauteur relative des plantes de service par
rapport au colza, la quantite de biomasse produite ainsi que leur capacité a couvrir le sol (CA
Poitou-Charentes 2012 ; Landé et al. 2012) : on retrouve ici en partie les performances des
légumineuses et les traits fonctionnels que nous avons étudiés au cours de cette thése.

Toutefois, d'autres investigations sont nécessaires pour confirmer ces hypothéses.

3. Vers une optimisation de la conduite technique des colzas associés pour

améliorer les performances agro-environnementales de la culture

3.1 Fertilisation azotée des colzas associés

La gestion de la fertilisation azotée des colzas associés constitue une des difficultés
techniques liées a l'introduction des plantes de service. Ainsi, si la méthode du bilan (basée
sur un état des lieux des quantités d'azote absorbé par le colza en entrée et en sortie d'hiver et
sur une évaluation des besoins de la culture suivant l'objectif de rendement) ne semble pas
remise en cause, l'application d'une réduction forfaitaire de la dose bilan de 30 & 40 kgN.ha™
du fait de lutilisation de légumineuses gélives, telle qu'elle est frequemment conseillée
(Terres Inovia 2015) et bien qu'elle semble constituer un compromis intéressant pour
beaucoup de modalités de légumineuses associées gque nous avons testées, ne constitue
probablement pas la solution adaptée a toutes les situations. Ainsi, compte-tenu de la
variabilit¢ importante du bonus azoté a fin floraison, entre les espéces (mélange
lentille/féverole versus mélange vesce/féverole/tréfle d'Alexandrie par exemple), entre les

années et suivant les modalités de disponibilité en azote, il semblerait judicieux d'adapter le
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calcul de la quantité d'azote a soustraire a la dose bilan en tenant compte a la fois des
conditions de milieu et des spécificités des légumineuses associées.

Bien que notre dispositif n'ait pas été adapté a l'objectif d'améliorer le conseil en fertilisation
azotée des colzas associés, il nous semble judicieux de considérer plusieurs pistes de
réflexion. Ainsi, en plus de I'évaluation des quantités d'azote absorbé par le colza en entrée et
en sortie d'hiver, l'ajustement de la dose d'azote a soustraire a la dose bilan pourrait se baser
sur un état des lieux du mulch de légumineuses en sortie d'hiver. Cette évaluation pourrait
viser a i) estimer avec précision la date de destruction des légumineuses, ii) faire un état des
lieux "architectural” du mulch (état inchangé par rapport aux légumineuses "vivantes", mulch
plaqué au sol si précipitations importantes durant I'hiver), et iii) quantifier la biomasse des
légumineuses, en faisant I'hypothese que les effets de facilitation (au niveau aérien et
racinaire) sont probablement liés a la biomasse produite par les légumineuses, ainsi que la
proportion de chacune des especes en cas de mélange. A partir de cet état des lieux et en
prenant en compte les profils physico-chimiques des légumineuses que nous avons presentées,
la dose bilan pourrait étre ajustée autour de cette proposition de réduction forfaitaire de 30

kgN.ha™ soustraits & la dose bilan.

3.2 Mode d'implantation

L'arrangement spatial des espéces lorsqu'elles sont associées conditionne fortement les
phénomenes de compétition/facilitation qui interviennent et les performances obtenues
(Thorsted et al. 2006b ; Midmore 1993). Plus précisément, a I'instar de ce qui a été démontré
pour une culture pure (Weiner et al. 2001), I'arrangement spatial des espéces conditionne en
partie la capacité du couvert a concurrencer les adventices, une répartition homogene
permettant de maximiser la compétition exercée.

L'adaptation de la structure spatiale des associations constitue ainsi un levier technique
important pour gérer les phénomenes de compétition interspécifiques (Thorsted et al. 2006b).
Dans le cas des colzas associés, une diversité de possibilités est offerte quant a la structure
spatiale. En effet, le colza peut étre implanté en ligne avec un écartement réduit ou a l'aide
d'un semoir monograine a des écartements supérieurs a 50 cm. De la méme facon, les
Iégumineuses peuvent également étre semées sur la méme ligne que le colza, en ligne dans
I'inter-rang ou bien a la volée. Suivant ces différentes configurations, qui peuvent obéir a
plusieurs objectifs (maximisation de la couverture du sol pour le semis a la volée, possibilité

de recourir au désherbage localisé pour le semis simultané des espéces avec inter-rang
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espacé), les effets des légumineuses sur les performances du colza et les services rendus
difféereront. Dans le cadre de notre travail, dans l'objectif de maximiser la compétition exercée
sur les adventices, nous avons fait le choix de semer les légumineuses a la volée et le colza a
écartement réduit afin de maximiser la compétition exercée sur les adventices. Pour des
modes d'implantation différents, la prise en compte de nouvelles caractéristiques
fonctionnelles des especes de légumineuses, en cohérence avec la modalité d'implantation de
semis, pourrait constituer un moyen intéressant pour optimiser le choix des espéces les plus
appropriées. Ainsi, par exemple, si les légumineuses et le colza sont semés sur un méme rang
avec un écartement important, l'envergure des Iégumineuses (distance maximale entre les
extrémités de la plante sur le plan horizontal) qui traduit la capacité a coloniser l'inter-rang

pourrait étre un trait important a considerer.

3.3 Evaluation des services écosystémiques rendus

Au cours de ce travail nous nous sommes intéresses a deux services ecosystémiques en
particulier, la régulation des adventices et I'amélioration de la nutrition azotée du colza,
correspondant respectivement a des services intrants de régulation et de ressources, d'apres la
classification de Lavorel et Sarthou (2008). Notre dispositif, basé sur I'étude des mécanismes
de compétition/facilitation mis en jeu, nous a permis d'évaluer les potentialités offertes par
différentes especes de légumineuses gélives pour l'obtention de ces services écosystémiques
mais n'était toutefois pas adapté pour discuter de I'obtention des services a proprement parler.
En effet, celle-ci dépend avant tout des objectifs des agriculteurs quant a l'insertion de ces
plantes de service, et donc du niveau d'acceptabilité de la réussite ou de I'échec propre a
chacun. La quantification des services intrants de ressources ou de régulation doit donc étre
évaluée au regard de critéres propres a chaque agriculteur.

Par exemple, pour un méme objectif général de régulation des adventices, les services
écosystémiques potentiellement rendus par les Iégumineuses sont donc multiples (réduction
de I'IFT herbicides, amélioration de I'efficience de la lutte contre une espéce en particulier,
etc) tout comme les critéres pour objectiver le niveau a partir duquel on juge atteinte
l'obtention de ces services (abondance nulle des adventices, pression des adventices
n'induisant pas de compétition vis-a-vis de la culture de vente, pression n'induisant pas de
risque a I'échelle du systeme de culture, etc). Lorsque plusieurs services écosystémiques sont

recherchés simultanément, a fortiori lorsque les fonctions et leurs déterminants sont
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antagonistes, la définition des objectifs recherchés et des critéres d'objectivation des services
apparait d'autant plus importante.
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L'introduction de légumineuses gélives en tant que plantes de service offre des perspectives
intéressantes pour améliorer les performances agronomiques et environnementales du colza
d'hiver. En choisissant les especes ou les mélanges d'especes les plus efficients pour les
services escomptés, on peut espérer réduire le recours aux herbicides et a la fertilisation
azotée minérale sans obérer les performances de la culture, en mobilisant plusieurs
mécanismes de compétition et de facilitation. En ce sens, cette innovation constitue un levier
agroécologique, permettant de conserver un niveau élevé de production, en favorisant les
processus écologiques et les services écosystémiques, tout en réduisant le recours aux intrants
chimiques.

Ce travail a egalement permis d'améliorer la compréhension des mécanismes mis en jeu au
sein de ces associations et in fine de caractériser les profils fonctionnels de plusieurs
légumineuses candidates, permettant notamment de donner des clés de choix des espéces les
plus aptes a rendre les services visés, en se basant sur certains traits fonctionnels. Nous avons
aussi démontré l'utilité de prendre en compte les services écosystémiques escomptés, non pas
de maniere isolée, mais en les considérant comme des bouquets de services, parfois
antagonistes.

Toutefois, la promotion de cette innovation a plus large échelle nécessite d'effectuer une
analyse fine des conséquences économiques et environnementales de [lintroduction des
Iégumineuses en tant que plantes de service, dans une large gamme de conditions de milieu,
afin d'en évaluer l'opportunité. Cette étape présuppose de prototyper des itinéraires techniques
mettant en oeuvre des associations colza-légumineuses, en se basant sur les mécanismes et les
traits que nous avons identifiés pour choisir I'espéce et la conduite technique la plus
appropriée, mais également en identifiant des criteres d'évaluation des services
écosystémiques escomptés mobilisables par les agriculteurs eux-mémes. L'opportunité
d'insérer ces plantes de service doit finalement étre discutée a I'échelle du systéme de culture,

en tenant compte d'éventuels effets précédents et cumulatifs.
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Annexe 1 : Stades reperes du colza d'hiver

(d'apres Terres Inovia, www.terresinovia.fr)

Du semis a la sortie de I’hiver

A
i

o/ .‘.. y

Stade A : stade Stade B1 3 Bn : formation de C : Montaison.
cotylédonaire la rosette, 1 a n vraies

feuilles étalées.

De la reprise de VEGELALION...........ceeeeeeeevceeeiieeerieeesieeasreeann

SNYP

Stade D1 : Boutons accolés. Stade D2 : Inflorescence Stade E : Boutons
principale dégagée séparés

Floraison

Stade F1 : premieres fleurs ouvertes F2, G1 Chute des premiers pétales, G2 les 10 premiéres siliques

allongement de la hampe florale, mesurent 2 a 4 cm. G3 1a premieres siliques supérieures a 4
nombreuses feuilles sont ouvertes. cm. G4 les 10 premiéres siliques sont bosselées. G5 grains
colorés
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Annexe 2 : Mode de calcul du bilan azoté

Le mode de calcul de la fertilisation azotée du colza repose sur la méthode du bilan (réglette
azote) adaptée pour le colza par Reau et Wagner (1998). Cette méthode est basée sur une
évaluation des besoins en azote de la parcelle (déterminés en considérant un objectif de
rendement, un besoin unitaire en azote et des reliquats post-récolte) et des fournitures (azote
absorbé et reliquats a la reprise de végétation, minéralisation printaniére). La différence entre
ces deux termes constitue ainsi la dose d’azote a apporter. Les modalités de fractionnement et
les dates d’apport dépendent ensuite de la dose totale et de I’état du peuplement en entrée
d’hiver (une faible biomasse de colza conduisant par exemple a fractionner en 2 ou 3 apports
et a apporter le premier apport des la reprise de végétation).

La disponibilité initiale en azote (avant le semis) constitue un élément majeur vis-a-vis de la
dynamique d’absorption de I’azote. En effet, le colza est une espeéce particulierement
nitrophile, capable d’absorber de grandes quantités d’azote au cours de 1’automne (Dejoux et
al. 2003). Or, considérant le mode de calcul de la fertilisation, qui repose sur la mesure des
quantités d’azote absorbé en entrée et sortie d’hiver par la culture, la maximisation de
I’absorption de 1’azote au cours de I’automne est donc de premiére importance dans 1’optique

de limiter le recours a la fertilisation minérale au printemps.
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Annexe 3 : Plan du dispositif expérimental (2012-2013 & 2013-2014)

témoin colza pur

témoin orge de P

témoin colza pur

témoin orge de P

99 m

témoin colza pur

témoin orge de P

Bloc| Bloc Il Bloc Il
12m 12m 12m 12m 12m 12m
Colza trt Colzatrt Colzatrt Colzatrt Colzatrt Colzatrt
1 len/fev 23 len/ges/fen 45 vesce
1 len/fev 23 len/ges/fen 45 vesce
2 gesse 24 féverole 46 len/fev
2 gesse 24 féverole 46 len/fev
Colzatrt Colzatrt Colzatrt Colzatrt Colzatrt Colzatrt
3 féverole 25 gesse 47 pois
3 féverole 25 gesse 47 pois
4 lentille 26 ves/feviTA 48 TA
4 lentille 26 ves/feviITA 48 TA
5 vesce 27 TA 49 len/ges/fen
5 vesce 27 TA 49 len/ges/fen
6 len/ges/fen 28 len/fev. 50 colza seul
6 len/ges/fen 28 len/fev. 50 colza seul
7 ves/feviTA 29 colza seul 51 ves/fev/ITA
7 ves/fevITA 29 colza seul 51 ves/feviTA
8TA 30 pois 52 fénugrec
8TA 30 pois 52 fénugrec
9 colza seul 31 fénugrec 53 féverole
9 colza seul 31 fénugrec 53 féverole
10 fénugrec 32 lentille 54 gesse
10 fénugrec 32 lentille 54 gesse
3 11 pois 33 vesce 55 lentille
§. 11 pois 33 vesce 55 lentille
é Légumineuses semées en pur Légumineuses semées en pur Légumineuses semeées en pur
2 101 len/fev 123 len/ges/fen 145 vesce
= 101 len/fev 123 len/ges/fen 145 vesce
g 102 gesse 124 féverole 146 len/fev
102 gesse 124 féverole 146 len/fev
103 féverole 125 gesse 147 pois
103 féverole 125 gesse 147 pois
104 lentille 126 ves/fev/ITA 148 TA
104 lentille 126 ves/fev/TA 148 TA
105 vesce 127 TA 149 len/ges/fen
105 vesce 127 TA 149 len/ges/fen
106 len/ges/fen 128 len/fev 150 colza seul
106 len/ges/fen 128 len/fev 150 colza seul
107 ves/feviTA 129 colza seul 151 ves/fev/iTA
107 ves/feviTA 129 colza seul 151 ves/feviTA
108 TA 130 pois 152 fénugrec
108 TA 130 pois 152 fénugrec
109 colza seul 131 fénugrec 153 féverole
109 colza seul 131 fénugrec 153 féverole
110 fénugrec 132 lentille 154 gesse
110 fénugrec 132 lentille 154 gesse
111 pois 133 vesce 155 lentille
111 pois 133 vesce 155 lentille

faible disponibilité initiale en azote (low SMINC)

_ forte disponibilité initiale en azote (high SMINC)

Figure 37 : Plan du dispositif expérimental
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Annexe 4 : Modalités étudiées sur le dispositif expérimental de Grignon.

Photographies réalisées sur la partie "azote" du dispositif le 31 octobre 2013. Pour chaque

modalité de légumineuse, la photographie de gauche correspond a la modalité "low SMNC",
celle de droite a la modalité "high SMNC"
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Colza - lentille/féverole
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Annexe 5 : Interventions réalisées sur les dispositifs expérimentaux

Table 12 : Récapitulatif des interventions culturales réalisées sur les dispositifs expérimentaux de Grignon

2012-2013 2013-2014
rrigation 28-aoiit 25 mm.ha™* 27-a0(t 20 mm.ha*
g 05-sept 20 mm.ha™*
Lutte contre les ravageurs
Molluscicide : limaces 30-aoiit mesurol pro 3 kgN.ha™ 28-ao(t mesurol pro 3 kgN.ha™
insectices : altises/CBT 19-sept clameur 0.05 kgN.ha™ 27-sept proteus 0.625 L.ha™
Insecticide: Charangon de la tige 15-avr karaté zéon 0.075 L.ha™ 06-mars karaté zéon 0.075 L.ha™
Lutte contre les maladies
Fongicide: Phoma, 15-avr caramba star 0.6 L.ha™ 06-mars caramba star 0.6 L.ha™
cylindrosporiose
Fongicide: sclérotinia 03-mai pictor pro 0.5 kg.ha™
Lutte contre les adventices
Herbicide: graminée (parties azote 27-nov kerb flo 1.5 L_ha™:
seulement)
Herbicide: dicotylédones (parties 05-mars Lontrel 0.4 L ha
azote seulement)
Fertilisation
Phosphore et potassium 08-ao(t 400 kg de 0-20-30 09-ao0t 400 kg de 0-20-30
Soufre kieserite 70 kgS.ha™ 05-mars kieserite 70 kgS.ha™
i Parties azote et adventices (totalité des essais) : | na. Partie adventices (low SMNC) 70 kgN.ha™
05-mars Ammonitrate 33.5%, 60 kgN.ha™ 06-MarS partie azote (low SMNC) 90 kgN.ha™
Azote Partie azote (essai en totalité) et partie
04-avr

adventices (low SMNC uniquement)
Ammonitrate 33.5%, 70 kgN.ha™
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Annexe 6 : Effet de la surface foliaire totale (colza + légumineuses) sur la régulation des

adventices

200
|

150
|

R2=0.486

Weed density (plants.m™)
100
|

50

HeddrRdo+Boo

CT 2013 low SMNC
CT 2013 high SMNC
Fenugreek

Faba bean

Grass pea

Lentil

Le/Fb

Le/Gp/Fe

Field pea

Berseem clover

Comman vetch
CviFb/Bec

LLM+WOSR leaf area(m™~.m™?)

Figure 38 : Relation entre I'abondance des adventices et la surface foliaire totale du couvert mesurées en

entrée d'hiver (données 2013). Chaque point correspond a la moyenne des trois répétitions

En raison d'un épisode de gréle survenu au début du mois de novembre 2012, seules les

données mesurées au cours du prélevement d'entrée d'hiver 2013 ont pu étre intégrées a

l'analyse.
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Annexe 7 : Traits fonctionnels explicatifs de la vitesse d'accroissement de la surface

foliaire

Nota bene

Le dernier prélevement de surface foliaire en entrée d'hiver n‘ayant pas pu étre effectué du fait
des dégats occasionnés par la gréle sur les plantes en 2012, nous avons donc fait le choix de
ne pas inclure ces données dans les analyses présentées dans le chapitre 2, du fait de leur
manque de représentativité. Nous présentons toutefois quelques résultats des analyses, dont la
méthodologie est analogue a celle utilisée dans le chapitre 2, qui s'appuient sur les vitesses de
croissance en surface foliaire au cours de l'automne. Du fait de I'absence de données d'entrée
d'hiver en 2012, nous avons donc considéré les préléevements réalisés le 22 octobre 2012 et le
14 octobre 2013 comme correspondant a la fin de la période de croissance pour calculer les
vitesses de croissance durant la phase de consolidation.

Les mesures de surface foliaire ont éte effectuées au cours des prélévements automnaux (cf
chapitres 1 et 2). Une fois les plantes prélevées sur une surface de 1m? (légumineuses et
colza), un sous-echantillonnage correspondant a au moins 10% de la matiére verte (et un
minimum de 3 plantes par sous-échantillon) a ete effectué pour le colza ainsi que les
légumineuses. Les surfaces foliaires ont ensuite été mesurées a l'aide d'un planimetre (LI-
3100 Area meter, LI-COR Inc., NE, USA) et ramenées en m?.m™.

Les résultats obtenus sont globalement conformes a ceux issus de l'analyse des vitesses de
croissance de la biomasse. Toutefois, contrairement a ce qu'on a observé dans le chapitre 2,
nous n‘avons pas mis en évidence d'interactions significatives entre le niveau de disponibilité
initiale en azote et les vitesses d'accroissement de la surface foliaire. Ainsi, quel que soient le
niveau de disponibilité initiale en azote et la période de croissance considérée, la vitesse de
croissance en surface foliaire du couvert (ou des légumineuses) a toujours été identifiée
comme étant explicative de I'abondance en adventices (ou de la vitesse de croissance de la
surface foliaire du couvert).

A l'instar de ce que nous avons démontré dans le chapitre 2, les modalités dont les vitesses
d'accroissement de la surface foliaire sont les plus importantes tendent a exercer une
compétition importante vis-a-vis du colza. Celle-ci se manifeste principalement durant la
phase d'établissement lorsque le niveau de disponibilité initiale en azote est élevé et durant la
phase de consolidation lorsque le niveau de disponibilité en azote est faible.

Les mémes traits fonctionnels significatifs ont été identifiés pour expliquer les différences en
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terme de vitesse d'accroissement de la surface foliaire des légumineuses durant les deux

phases de croissance (Table 13 ; Figure 39).

Table 13 : Corrélations de Pearson entre les performances des légumineuses en terme de vitesse
d'accroissement de la surface foliaire durant les phases d'établissement et de consolidation. SLA: surface

foliaire spécifique, LDMC: Taux de matiére séche des feuilles, LA: surface foliaire unitaire

Performances des légumineuses - Phase d'établissement

Coefficients de Pearson P-value
SLA 0.0145 0.8958
LDMC -0.42 6.710°
LA 0.69 3.810™"
Ratio tige/feuille 0.35 1.5 107
Masse d'une graine 0.397 1.9 10
Vitesse d'accroissement de la hauteur 0.75 4.410™

Performances des légumineuses - Phase de consolidation

Coefficients de Pearson P-value
SLA 0.12 0.27
LDMC -0.32 2.810°
LA 0.28 9.910°
Ratio tige/feuille 0.23 0.03976
Masse d'une graine 0.116 0.29
Vitesse d'accroissement de la hauteur 0.519 4.91 10"
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a - Phase d'établissement b - Phase d'établissement
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Figure 39 : Relations entre la vitesse d'accroissement de la surface foliaire des légumineuses et les traits
fonctionnels explicatifs durant la phase d'établissement (figure 5a et 5b) et durant la phase de

consolidation (figure 5c)
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Annexe 8 : Elongation de I'épicotyle: mesure au stade G2-G3

Les mesures d'élongation de I'épicotyle ont été réalisées au cours des deux années
d'expérimentation (suivant le protocole détaillé dans CETIOM 2005).

Au cours de la campagne 2012-2013, les facteurs "légumineuses associées” (p = 0.0205) et le
niveau de disponibilité initiale en azote (p <2. 10™°) ont présenté un effet significatif sur
I'élongation de I'épicotyle du colza (Figure 40). Ainsi, les colzas associés a la féverole (p =
0.026), a la lentille (p = 0.015), au mélange lentille-féverole (p = 0.096), au pois (p = 0.006)
au trefle d'Alexandrie (p = 0.045) et au mélange vesce/féverole/tréfle d'Alexandrie (p = 0.011)
présentaient des élongations de I'épicotyle significativement supérieures a celle mesurée sur le
colza seul. Toutefois, l'accroissement de I'élongation demeure relativement faible pour ces
modalités, l'introduction du pois fourrager, qui induit les dommages les plus importants,
conduisait ainsi a un accroissement de I'élongation de 0.57 cm par rapport au colza seul
(moyenne de 1.03 cm pour le témoin). Le niveau de disponibilité en azote présente également
un effet hautement significatif sur I'¢longation de I'épicotyle (p < 2 10™°), les valeurs
mesurées étant plus importantes en cas de forte disponibilité que de faible disponibilité (2.2
cm contre 1.3 cm en moyenne, respectivement).

Au cours de la campagne 2013-2014, seul le niveau de disponibilité initiale en azote
présentait un effet significatif sur 'élongation de I'épicotyle (p <2 10™°). En présence de forts
reliquats d'azote minéral avant le semis, I'élongation de I'épicotyle s'élevait ainsi en moyenne
a 6.3 cm (contre 1.4 cm en cas de faible niveau de disponibilité en azote). Aucune différence

significative n'est apparue entre le colza seul et les modalités associées.
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Figure 40 : Elongation de I'épicotyle mesurée pour les campagnes 2012-2013 et 2013-2014
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Annexe 9 : Evolution de I'efficience de I'interception du rayonnement au cours de

I'automne

Nota Bene
Le protocole de mesures initial prévoyait d'effectuer un suivi dynamique de la surface foliaire
du colza et des légumineuses ainsi qu'un suivi dynamique de l'efficience d'interception du
rayonnement par le couvert (colza + légumineuse) au cours de l'automne. En 2012-2013, en
raison de problémes techniques liés a I'utilisation des capteurs PAR qui ont retardé leur
installation, ainsi que d'un épisode de gréle survenu au début du mois de novembre, nous
n‘avons pas pu exploiter ces données pour la premiere année d'expérimentation. Les données
présentées ne concernent donc que la campagne 2012-2013.
Pour suivre l'efficience d'interception du rayonnement par le couvert colza-légumineuses,
nous avons placé deux capteurs PAR/LE par modalité (sur un bloc uniquement),
perpendiculairement au sens du semis, a la surface du sol. Les données ont ensuite été
collectées toutes les 30 secondes, moyennées tous les 15 minutes et stockées sur une centrale
d'acquisition Campbell CR10X (Campbell Scientific Inc., Shepshed, UK). Les zones autour
des capteurs ont éte régulierement désherbées a la main de fagon a ce que la mesure ne tienne
compte que de l'interception du rayonnement par le colza et les légumineuses. En considérant
le rayonnement incident photosynthétiguement actif (PAR) disponible sur la station
météorologique de Grignon, nous avons ainsi pu (en moyennant les valeurs des deux capteurs
par modalité) déterminer l'efficience journaliere d'interception du rayonnement incident (le
rayonnement non intercepté étant considére disponible pour les adventices). Les dynamiques
d'évolution de l'efficience de l'interception en fonction de la somme de degrés-jour (base 0)
ont ensuite été ajustées a un modéle logistique de croissance de la forme :

Y= Ymax/(1+exp((xmid-x)/scale)
ou :
Ymax = efficience d'interception maximale

Xmid= somme de degrés-jour nécessaire pour attendre 50% de 1’efficience maximale

Scale= somme de degrés-jour nécessaire pour passer de 50% a 75% d’efficience d'interception

Nous avons également déterminé, a partir de ces modeéles les sommes de degrés-jour
nécessaires pour atteindre 1/3 et 2/3 d'interception du PAR incident. Ces indicateurs
permettent d'évaluer la capacité du couvert a intercepter le rayonnement incident,

approximativement pendant les phases d'établissement et de consolidation.
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Figure 41 : Evolution de I'efficience d'interception du PAR en fonction de la somme de degrés-jour depuis

le semis jusqu'en entrée d'hiver, en situation de faible (low SMNC) et de forte (high SMNC) disponibilité

en azote. Du fait de probleme technique sur la modalité lentille en faible disponibilité en azote, cette

modalité a été retirée de I'analyse

Table 14 : Indicateurs d'efficience d'interception du rayonnement. Ymax = asymptote, efficience

maximale d'interception du rayonnement ; Xg3s = somme de degrés jour pour atteindre 33%

d’interception ; X, = SOMmMe de degrés-jour pour atteindre 67% d’interception

Low SMNC High SMNC
Y max Xo.33 Xoes | Ymax Xozz  Xosgs
CT 0.69 506 733 0.98 441 516
Fenugreek | 0.80 465 620 0.99 457 529
F. bean 0.87 436 581 0.99 407 486
G. pea 0.87 460 596 1.00 427 533
Lentil 099 445 536
F. pea 0.94 432 547 0.98 418 502
B. clover 0.93 495 631 0.99 420 493
C. vetch 0.96 468 605 0.99 401 479
CvFbBc 0.94 452 541 0.98 393 467
LeFb 0.90 417 567 0.99 402 496
LeGpFe 0.77 503 668 0.99 405 479
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L'évolution de l'efficience d'interception du rayonnement incident montre des résultats qui
different fortement suivant le niveau de disponibilité initiale en azote (Figure 41 et Table 14).
Ainsi, en cas de forte disponibilité le couvert se ferme bien plus rapidement (65 et 217 degrés-
jours de moins pour atteindre 33% et 66% d'efficience d'interception sur la modalité colza
seul) et de facon plus totale (efficience maximale de 0.98 contre 0.69 pour le colza seul en
forte disponibilité par rapport a la situation de faible disponibilité initiale en azote,
respectivement).

En situation de faible disponibilité en azote, quelle que soit la légumineuse utilisée,
I'efficience d'interception du rayonnement incident est toujours améliorée par rapport au colza
seul, quel que soit l'indicateur considéré. En situation de forte disponibilité en azote,
I'ensemble des modalités permet d'aboutir & une interception totale du couvert. Exceptés pour
le fenugrec, la gesse et la lentille, I'introduction de légumineuses permet d'atteindre 33 et 66%
d'efficience d'interception du rayonnement plus t6t que pour le colza seul. Toutefois,
contrairement & ce qu'on a constaté en situation de faible disponibilité en azote, les différences
entre modalités sont faibles. On atteint une efficience d'interception du rayonnement incident
de 33% apres en moyenne 440 degrés-jour depuis le semis), suggérant, a l'instar des résultats
présentés dans le chapitre 2, que la phase d'établissement de couvert (entre 0 et 500 degrés-
jour environ) est déterminante en situation de forte disponibilité en azote.

De fagon générale, les mémes modalités qui ont été identifiees dans le chapitre 1 comme étant
particulierement efficientes vis-a-vis de la régulation des adventices (pois, tréfle d'Alexandrie,
vesce, mélange vesce/féverole/tréfle) permettent également d'aboutir a une interception du
rayonnement incident plus efficiente. Les coefficients de corrélations des régressions simples
entre I'abondance en adventices en entrée d'hiver et les trois indicateurs de description de
I'efficience d'interception du rayonnement incident suggerent ainsi que la capacité du couvert
a intercepter le rayonnement (et donc a en priver les adventices) semblent bien étre corrélé
avec la quantité d'adventices mesurée en entrée d'hiver (Figure 42).

Les relations entre les sommes de degrés-jour nécessaires pour atteindre 33 et 66%
d'interception du rayonnement incident et les vitesses d'accroissement de la surface foliaire
durant les phases d'établissement et de consolidation montrent également des corrélations
significatives, p < 0.01 (Figure 43). Ainsi, plus les couverts accumulent rapidement une
surface foliaire élevée, plus I'efficience d'interception du rayonnement est élevée.

Toutefois, d'autres mesures sont nécessaires pour affiner ces relations construites uniqguement

a partir des données d'une seule année d'expérimentation.
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Figure 42 : Relations entre I'abondance en adventices mesurée en entrée d'hiver en 2013 et les trois
indicateurs d'efficience d'interception du rayonnement: Ymax (efficience maximale d'interception du
rayonnement), X,33 (Somme de degrés-jour nécessaire pour intercepter 33% du rayonnement incident),
Xo.66 (SOMme de degrés-jour nécessaire pour intercepter 66% du rayonnement incident)
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Figure 43 : Relations entre le nombre de degrés-jour nécessaire pour atteindre 33% (et 66%0)
d'interception du rayonnement incident et la vitesse d'accroissement de la surface foliaire totale durant la
phase d'établissement (et la phase de consolidation). Les vitesses de croissance en surface foliaire
correspondent aux moyennes des trois répétitions
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Annexe 10 : Suivi photographique de deux modalités étudiées : colza seul et association
colza - pois fourrager (en situation de faible disponibilité initiale en azote, 2013-2014)

Colza seul Colza- pois

27/02
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Annexe 11 : Comparaison des hauteurs mesurées sur les légumineuses pures et sur les
légumineuses associées

Au cours de l'automne 2013, nous avons mesuré des vitesses d'accroissement en hauteur des
légumineuses sur les modalités associées (3 répétitions de 5 mesures par modalité) ainsi que

sur les parcelles de légumineuses pures (1 série de 5 mesures par modalité).
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Figure 44 : Relations entre les vitesses d'accroissement en hauteur des légumineuses mesurées en situation
d'association avec le colza (axe des ordonnées) ou en culture pure (axe des abscisses) durant la phase
d'établissement (graphique du haut) ou de consolidation (graphique du bas). La droite correspond a la
premiére bissectrice

227



Annexes

Annexe 12: Expérimentation '‘compétition racinaire’ mise en place au cours de
I'automne 2013

Les mesures qui concernent l'architecture racinaire du colza ont été ajoutées au protocole en
2013 et effectuées sur la partie azote de l'expérimentation. Au cours du préléevement d'entrée
hiver, nous avons ainsi arraché précautionneusement les pieds de colza, prélevés sur une
surface de 1m?, & l'aide d'une béche, de facon & conserver le pivot du colza intact. Aprés
lavage des échantillons, nous avons mesuré la longueur et la biomasse totale (seche) du pivot
ainsi que le diameétre au collet. Nous avons également calculé la quantité d'azote contenu dans
les pivots de colza (ramené en kgN.ha™) en analysant leur teneur en azote.

Les analyses statistiques présentées ci-dessous ont visé a comprendre l'effet de I'introduction
des légumineuses sur ces variables décrivant I'architecture racinaire du colza par rapport a la
modalité colza seul. En raison d'interactions entre les effets du niveau de disponibilité en
azote et des espéces de léegumineuses associées, les analyses statistiques (non paramétriques)
ont été effectuées par niveau de disponibilite en azote grace a la fonction nparcomp du
logiciel r. L'utilisation de cette fonction permet de déterminer si la valeur mesurée pour la

modalité associée différe significativement de celle du témoin colza seul.

1- Diametre du collet
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Figure 45 : Diametre du collet du colza mesuré en entrée d'hiver. CT: témoin colza seul, Fe: fenugrec, Fb:
féverole, Gp: gesse, Le: lentille, LeFb: lentille/féverole, LeGpFe: lentille/gesse/fenugrec, Fp: pois

fourrager, Bc: trefle d'Alexandrie, Cv: vesce, CvFbBc: mélange vesce/féverole/tréfle
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Les mesures de diametre du collet (Figure 45) ne montrent pas deffet significatif des
modalités de légumineuses sur cette variable. Le niveau de disponibilité initiale en azote
présente un effet significatif sur le diamétre du collet (p <2. 10™*°), celui-ci est plus important

lorsque la disponibilité initiale en azote est importante.

2- Longueur du pivot
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Figure 46 : Longueur du pivot du colza mesuré en entrée d'hiver. CT: témoin colza seul, Fe: fenugrec, Fb:
féverole, Gp: gesse, Le: lentille, LeFb: lentille/féverole, LeGpFe: lentille/gesse/fenugrec, Fp: pois
fourrager, Bc: tréfle d'Alexandrie, Cv: vesce, CvFbBc: mélange vesce/féverole/tréfle. *** indique que la

modalité est significativement différente du colza seul (p <0.01)

Les résultats obtenus pour la longueur du pivot (Figure 46) indiquent que les mesures
effectuées sur les colzas associes ne différaient pas significativement par rapport au colza seul
lorsque le niveau de disponibilité initiale en azote était élevé. En revanche, en cas de faible
disponibilité initiale en azote, la longueur du pivot du colza associé a la féverole, au pois, au
trefle d'Alexandrie, a la vesce et au mélange vesce/féverole/trefle était significativement

inférieure a celle du colza seul (p <0.01).
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3- Biomasse et quantité d'azote contenu dans le pivot
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Figure 47 : Biomasse séche du pivot du colza mesuré en entrée d'hiver. CT: témoin colza seul, Fe:
fenugrec, Fb: féverole, Gp: gesse, Le: lentille, LeFb: lentille/féverole, LeGpFe: lentille/gesse/fenugrec, Fp:
pois fourrager, Bc: trefle d'Alexandrie, Cv: vesce, CvFbBc: mélange vesce/féverole/tréfle. *** indique que

la modalité est significativement différente du colza seul (p<0.01)
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Figure 48 : Quantité d'azote contenu dans le pivot du colza mesuré en entrée d'hiver. CT: témoin colza
seul, Fe: fenugrec, Fb: féverole, Gp: gesse, Le: lentille, LeFb: lentille/féverole, LeGpFe:
lentille/gesse/fenugrec, Fp: pois fourrager, Bc: tréfle d'Alexandrie, Cv: vesce, CvFbBc: mélange
vesce/féverole/tréfle. *** indique que la modalité est significativement différente du colza seul (p<0.01)
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En cas de forte disponibilité initiale en azote, les biomasses des pivots de colza étaient
significativement plus faibles que celle du colza seul pour les modalités féverole,
lentille/féverole, pois et vesce (p <0.01), Figure 47. Toutefois, en considérant la quantité
d'azote contenu dans ces pivots (Figure 48), seule la modalité pois fourrager présentait des
valeurs significativement inférieures a celles du colza seul, les modalités gesse et
lentille/gesse/fenugrec présentant méme des quantités d'azote supérieures a celles du colza
seul.

En situation de faible disponibilité en azote, l'introduction des légumineuses, quelle que soit
I'espece, a conduit a une réduction significative de la biomasse du pivot du colza en entrée
d'hiver atteignant jusqu'a 75% de celle du colza seul (pour la modalité trefle d'Alexandrie).
Les résultats obtenus en terme de quantité d'azote contenu dans le pivot montrent également
un fort effet dépressif de la présence des légumineuses (seul le fenugrec n'induit pas de

réduction significative).

L'introduction de légumineuses gélives en tant que plantes de service conduit généralement a
un effet dépressif sur la biomasse et la quantité d'azote contenu dans le pivot ainsi que sur la
longueur du pivot, dans une moindre mesure. Nos résultats ont également montré que cet effet
dépressif était bien plus marqué en cas de faible disponibilité initiale en azote. La diminution
de la biomasse du pivot et de son contenu en azote, observée sur certaines modalités associees
par rapport au colza seul, est ainsi proportionnellement bien plus importante que celle
constatée au niveau aérien (chapitre 1). Les mémes especes identifiées comme étant les plus
compétitives au niveau aérien conduisent également aux plus fortes réductions de biomasse,
de quantité d'azote et de longueur du pivot (de diamétre également méme si ¢a n'est pas
significatif): féverole, pois fourrager, tréfle d'Alexandrie, vesce commune et aux mélanges
qui en sont composés.

Contrairement a ce gu'on observe au niveau aérien (notamment du point de vue de l'azote
absorbé), la compétition au niveau racinaire apparait bien plus importante en situation de

faible disponibilité initiale en azote.
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Annexe 13 : Abondances spécifiques des adventices en entrée d'hiver

Au cours des préléevements d'entrée d'hiver réalisés sur la partie adventices au cours des deux

années d'expérimentation, nous avons procéde a l'identification et au dénombrement des

espéces d'adventices. Nous présentons dans cette partie quelques résultats marquants.
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Figure 49 : Abondances spécifiques mesurées sur les modalités associées (axe des ordonnées) par rapport
a celles mesurées sur le témoin colza seul (axe des abscisses) en situation de faible (graphique du haut) et
de forte (graphique du bas) disponibilité initiale en azote. La droite représentée correspond a la premiére
bissectrice. Les couleurs représentent quatre espéces d'adventices parmi celles qui ont été semées

(véronique, matricaire, géranium, vulpin)
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Services écosystémiques rendus par des légumineuses gélives introduites en tant que plantes de
service dans du colza d'hiver : évaluation exprimentale et analyse fonctionnelle

Résumé

Le colza d'hiver est une culture emblématique de la simplification des systémes de culture pour laquelle la
consommation d'intrants est trés importante. L'introduction de Iégumineuses gélives en tant que plantes de
service pourrait constituer une voie d'amélioration possible des performances de la culture via la
fourniture de deux services écosystémiques : la régulation des adventices et la fourniture d’azote (N) au
colza au printemps. Cependant, I’insertion de plantes supplémentaires dans le couvert pourrait accroitre la
compétition et affecter les performances du colza.

Ce travail de thése a ainsi visé a i) quantifier les potentialités offertes par ces plantes de service pour
fournir ces deux services écosystémiques, dans une diversité de situations culturales, en relation avec les
performances du colza, ii) analyser les mécanismes mis en jeu, et iii) identifier les traits fonctionnels des
Iégumineuses qui les déterminent. Grace a une expérimentation factorielle mise en place au cours de deux
campagnes culturales, nous avons ainsi comparé sept especes de légumineuses candidates et trois
mélanges de légumineuses, associés au colza, dans des situations contrastées de disponibilité initiale du
sol en azote.

Nos résultats montrent que l'introduction des légumineuses a conduit a une réduction de la quantité
d'adventices au cours de l'automne, qui peut atteindre 75% pour les especes les plus efficaces, sans
toutefois dégrader les performances du colza en terme d'azote absorbé pendant I’automne. Au cours du
printemps suivant la destruction des Iégumineuses, les colzas associés a des légumineuses ont absorbé plus
d'azote en moyenne (jusqu'a 40 kgN.ha™ en plus par rapport au colza non associé). La minéralisation de
l'azote contenu dans le mulch de légumineuses a constitué la source majeure de ce bonus d'N absorbé.
Toutefois, d'autres mécanismes de facilitation (amélioration de I'efficience d'utilisation de I'N notamment)
ont été observés. Enfin, des traits fonctionnels simples traduisant la compétitivité des légumineuses vis-a-
vis de l'interception du rayonnement durant l'automne ainsi que des traits caractérisant les propriétés
physico-chimiques des mulchs ont été identifiés et permettent de comprendre les performances obtenues
pour chaque espéece et chaque service ainsi que certains mécanismes de compétition/facilitation mis en jeu.
Mots-clés: plante de service, légumineuses, agroécologie, approche fonctionnelle, service écosystémique,
colza d'hiver

Ecosystem services provided by frost-sensitive legumes introduced as living mulches in winter
oilseed rape: experimental assessment and functional analysis

Abstract

The simplification of cropping systems has led to an increase in the consumption of chemical inputs,
winter oilseed rape being one of the most emblematic crop of this trend. The introduction of frost-sensitive
legume living mulches would potentially improve the crop performances by providing two ecosystem
services: weed regulation and biological nitrogen supply to the cash crop during spring. However, the
introduction of these species could increase the interspecific competition, leading to a decrease in winter
oilseed rape performances.

The aims of this work were i) to quantify the ability of legume living mulches to supply these ecosystem
services, in various environmental conditions, in relation to the oilseed rape performances ii) to analyse
the mechanisms involved and iii) to identify the explicative legume functional traits. From a two-years
experimental assessment, we compared seven candidate legume species (and three legume mixtures),
intercropped with winter oilseed rape, in contrasted levels of soil mineral nitrogen availability.

Results show that the presence of legume living mulch generally led to a significant decrease in the weed
abundance and biomass in autumn to up to 75% for the most efficient species, without damaging the rape
performances. The presence of the legume dead mulch during the following spring led to higher amount of
nitrogen uptake in the winter oilseed rape (until 40 kgN.ha™*more in comparison to the sole crop). This
nitrogen bonus was mainly explained by higher mineralisation from legume residues but also by other
facilitation mechanisms such as a better nitrogen use efficiency. Finally, simple functional traits, related to
the legume radiation interception ability during the autumn and some mulch physico-chemical traits were
identified and led to a better understanding of the legume performances and the competition/facilitation
mechanisms involved.

Keywords: living mulch, legume, agroecology, functional approach, ecosystem service, winter oilseed
rape



