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L'intensification de I'agriculture, amorcée dans les années 1950, a conduit a une augmentation de la
production agricole, principalement associée a un accroissement des rendements, permis par
I'utilisation massive de fertilisants, d’eau et de pesticides (Tilman et al., 2002). Depuis plusieurs
décades, I'agriculture intensive est cependant remise en cause de par les externalités négatives
engendrées sur I'environnement et la santé (Stoate et al., 2001). Une part des effets négatifs est
associée a |'azote dont la moitié est perdue dans I'environnement et contribue a la pollution de I'eau,
du sol, de I'air, au changement climatique et a I’érosion de la biodiversité (Sutton et al., 2011).

Dans ce contexte, I'agroécologie et I'intensification écologique sont mises en avant pour répondre aux
exigences de réduction des intrants de synthese en favorisant au maximum les services
écosystémiques, c’est-a-dire les avantages issus du fonctionnement des écosystemes dont I’homme
peut tirer profit, afin d’assurer la production des biens agricoles (Altieri, 1989; Bommarco et al., 2013;
Doré et al., 2011; Wezel et al., 2014). L’augmentation de la biodiversité dans les systémes agricoles
semble un levier essentiel permettant une complémentarité des fonctions délivrées par les espéces et
a l'origine d’un grand nombre de services écosystémiques (Le Roux et al., 2008; Quijas et al., 2010). En
ce sens, la réintroduction des légumineuses dans les systémes de culture a un réle majeur a jouer du
fait de fonctions uniques ou complémentaires a celles des céréales, et sur lesquelles reposent plusieurs
services écosystémiques. En effet, les légumineuses fourragéres ou a graines constituent une source
de protéines végétales avec une bonne valeur nutritionnelle pour I'alimentation humaine et animale
(Curran, 2012; Jezierny et al., 2010). D’autre part, elles permettent de réduire le recours aux intrants
azotés pendant leur culture grace a leur capacité a fixer I’azote atmosphérique via la mise en place
d’une symbiose avec les bactéries du sol, ainsi qu’aprés leur culture via la minéralisation de leurs
résidus riches en azote permettant I'apport d’azote a la culture suivante. De ce fait, elles permettent
également de réduire la consommation d’énergie et I’émission de gaz a effet de serre (CO, et N,0)
associées a la production, au transport et a I'épandage des fertilisants azotés de synthése (Nemecek
et al., 2008; Peoples et al., 2009b). Enfin les Iégumineuses jouent un rdle de diversification dans les
systemes de culture principalement constitués de céréales ou d’oléagineux, et contribuent a la rupture
du cycle des ravageurs (Ratnadass et al., 2012). Celles-ci peuvent-étre cultivées comme cultures de
rente en peuplement monospécifique ou plurispécifique pour la production de graines ou de
fourrages. Elles peuvent également étre cultivées comme cultures non récoltées en tant que cultures
intermédiaires entre deux cultures de rente ou en tant que plantes compagnes associées a une culture
de rente.

Malgré la diversité des modes d’insertion des légumineuses dans les systemes de culture et leurs
nombreux intéréts environnementaux et nutritionnels, les légumineuses ne représentent qu’une tres
faible part de la surface agricole utile en Europe et en France (Voisin et al., 2014). Au lendemain de la

Seconde Guerre mondiale, I'effet combiné du soutien des politiques européennes aux productions de
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céréales et d’oléagineux et la substitution des |égumineuses prairiales par le mais ensilage associée a
I'importation massive de soja pour l'alimentation des élevages, a conduit a la spécialisation des
systemes de culture avec des rotations culturales de plus en plus courtes basées sur des céréales
fertilisées et par conséquence a une réduction drastique des surfaces de légumineuses a graines et
fourragéres (Schott et al., 2010; Voisin et al., 2014). Par la suite, les Iégumineuses n’ont bénéficié que
d’un faible investissement en termes de sélection variétale et de recherche par rapport aux céréales.
Ce désintéressement vis-a-vis des légumineuses a participé a leur déficit de rentabilité a cause de
rendements relativement faibles et souvent variables selon les situations pédo-climatiques, ainsi qu’a
un mangque de références pour la réintroduction d’une diversité de légumineuses (Cernay et al., 2015;
Duc et al., 2010; Meynard et al.,, 2013). Peu de références sont notamment disponibles sur une
diversité de légumineuses a graines puisque la majorité des études ont jusqu’a présent porté sur le
pois protéagineux, ou sur la comparaison de plusieurs espéces de légumineuses implantées en tant
qgue plantes de service (Cernay et al., 2016; Lorin et al., 2016; Lorin et al., 2015; Tribouillois et al.,
2015a). Aujourd’hui, une meilleure connaissance sur les caractéristiques qui déterminent les
performances des légumineuses a graines en lien avec les facteurs environnementaux, permettrait de
maximiser les bénéfices des légumineuses encore trop peu valorisés dans les systemes de culture, et
de réduire les potentiels impacts négatifs associés a ces cultures. En effet, suite a la récolte des
|légumineuses les reliquats azotés sont souvent plus importants par rapports a ceux mesurés apres une
culture de céréale et peuvent engendrer des plus grandes pertes d’azote par lixiviation (Plaza-Bonilla
et al., 2015).

Ainsi, cette these se propose de comparer dix espéces de légumineuses a graines, sur la base de la
guantification des flux azotés induits par ces cultures et de I'étude des déterminants de ces flux, au
cours d’une succession culturale de deux ans (légumineuse — blé). L’étude porte en particulier sur la
fixation symbiotique, sur la production de graines riches en azote et également sur la minéralisation
des résidus de culture et I'effet des légumineuses sur la culture suivante, en considérant les pertes

d’azote par lixiviation.
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1. Introduction des légumineuses a graines pour la fourniture de services
écosystémiques

1.1. Diversité des légumineuses a graines en culture de rente

D’un point de vue botanique, les [égumineuses a graines appartiennent a la famille des fabacées. Elles
sont également caractérisées par leur mode d’insertion dans les systemes de culture et leur
utilisation. Il s’agit de cultures de rente cultivées en couvert monospécifique ou plurispécifique et dont
les graines riches en protéines sont récoltées pour étre valorisées pour I'alimentation humaine ou
animale. Au sein des légumineuses a graines sont définis plusieurs groupes selon le débouché des
graines. Il s’agit des « protéagineux » dont la définition est propre a la réglementation européenne et
désigne le pois, la féverole et le lupin doux principalement cultivés pour I'alimentation animale (CEE
1765/92). Le soja qui appartient au groupe des oléo-protéagineux et dont les graines sont utilisées
pour la fabrication d’huile et de leurs co-produits riches en protéines (tourteaux), est également
considéré comme une légumineuse a graines. Enfin, les légumes secs correspondent aux légumineuses
a graines récoltées a maturité, et a destination de I'alimentation humaine. Il s’agit de la lentille, du
fenugrec, du pois chiche, du haricot. Le pois, le lupin et la féverole peuvent aussi appartenir au groupe
des légumes secs lorsque leurs graines sont récoltées pour I'alimentation humaine.

En France, malgré la diversité des especes adaptées a des conditions pédoclimatiques variées, les
cultures de protéagineux (299 000 ha), de soja (141000 ha) et de légumes secs (53 000 ha)

représentaient seulement 1,7 % de la surface agricole utile en 2017 (Agreste, 2018).

1.2. Services écosystémiques fournis par les [égumineuses a graines

1.2.1. Définitions et généralités autour des services écosystémiques

Les services écosystémiques ont été définis par le Millennium Ecosystem Assessment (2005) comme
« les avantages que les hommes peuvent tirer des écosystemes». Plusieurs autres définitions ont été
proposées afin de formaliser le lien entre nature et bien étre de ’homme en soulignant I'importance
de la mise en relation entre fonctions, services écosystémiques et avantages. C'est notamment le
choix fait dans le projet EFESE (2017) dans lequel les services écosystémiques ont été définis comme :
« les avantages socio-économiques retirés par 'homme de son utilisation durable des fonctions
écologiques des écosystéemes ». Les services écosystémiques font ainsi la connexion entre
I’écosystéme et le systéme socio-économique (Haines-Young and Potschin, 2010; Lescourret et al.,
2015; MAES, 2013; Tibi and Therond, 2017). La fourniture de services écosystémiques repose sur des
fonctions écologiques, elles-mémes dépendantes de la structure de I'écosysteme, c’est-a-dire

I’ensemble des entités biotiques ou abiotiques qui le composent et les relations entre ces entités. De
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I"autre coté, le systéme socio-économique retire des avantages a partir des services écosystémiques
qui participent au bien-étre de I’homme.

L'un des enjeux de I'agriculture est de réduire la dépendance aux intrants de synthése en cherchant a
maximiser la fourniture de services écosystémiques par les écosystemes agricoles. Certaines pratiques
agricoles associées a la gestion des cultures (choix des cultures, agencement des cultures, travail du
sol, choix de la fertilisation,...) ou a la gestion des éléments du paysage (intégration de zones semi-
naturelles) (Wezel et al., 2014), peuvent venir moduler la fourniture de services écosystémiques. Ces
pratiques peuvent viser a favoriser la fourniture de services écosystémiques de régulation des stress
abiotiques et biotiques, également appelés « services intrants » afin d’assurer une grande partie des

productions agricoles (Le Roux et al., 2008; Zhang et al., 2007).

1.2.2.Légumineuses a graines, quels services écosystémiques attendus ?
La réintroduction de la diversité planifiée dans les écosystémes agricoles (Gaba et al., 2015; Médiéne

et al., 2011), est I'une des pratiques identifiée afin de favoriser les services écosystémiques.

La réintroduction des légumineuses a graines dans les écosystémes agricoles est motivée en partie par
la recherche d’une diversité de services écosystémiques et notamment « les services intrants » sur
lesquels repose la production agricole. Les services de régulation des stress abiotiques qui fournissent
les conditions propices a la croissance et limitent les déficits hydriques et les carences en nutriments,
sont particulierement d’intérét (Tibi and Therond, 2017). La singularité des légumineuses a fixer I'azote
de I’air permet de ne pas recourir aux fertilisants azotés pendant leur culture. D’autre part, les résidus
laissés au sol apres la récolte des graines de légumineuses participent a la fertilité des sols en
augmentant la disponibilité en azote pouvant bénéficier a la culture suivante (Angus et al., 2015; Kaul,
2004). Les systémes racinaires pivotants des légumineuses peuvent également contribuer a la
structuration du sol (Képke and Nemecek, 2010).

Les services de régulation des stress biotiques peuvent également étre recherchés lors de
I'introduction des légumineuses a graines dans les rotations de culture en réduisant I'impact des
bioagresseurs des cultures principales (Yunusa and Rashid, 2007). Ce service n’est pas propre aux
légumineuses mais est caractéristique des cultures de diversification, qui par leur introduction dans
les systemes de culture majoritairement constitués de céréales et d’oléagineux, permettent de
rallonger le cycle de retour des cultures dominantes sur une méme parcelle et de diminuer ainsi la
pression des maladies et des insectes ravageurs par la rupture de leur cycle (Angus et al., 2015).
D’autre part, des services écosystémiques de régulation autres que les « services intrants » peuvent
découler de l'insertion des légumineuses a graines dans les systémes de culture. Le non recours aux
intrants azotés de synthése pendant la culture des légumineuses et la réduction de la dose de

fertilisation azotée sur la culture suivante permet de réduire les émissions de gaz a effet de serre (CO,
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et N,O) a I'échelle de la rotation (Carroué et al., 2012; Reckling et al., 2016). Les légumineuses sont
également classées comme cultures attractives pour les pollinisateurs et participent ainsi au service
écosystémique de pollinisation (Decourtye et al., 2007).

Il est cependant important de noter que certains impacts négatifs sont engendrés lors de l'insertion
des légumineuses dans les systemes de cultures et qu’il est nécessaire de quantifier leurs effets.
Plusieurs études ont mis en avant de plus grands risques de lixiviation pendant ou aprés la culture de
légumineuse par rapport a une céréale, souvent expliqués par un plus faible prélevement d’azote
minéral du fait d’'un systéme racinaire moins développé (Carroué et al., 2012; Urbatzka et al., 2009).
Malgré leur potentiel réle de culture de rupture des cycles des ravageurs lors de leur insertion dans les
rotations, les légumineuses sont généralement sensibles a de nombreux pathogéenes et restent peu
compétitives vis-a-vis des adventices (Corre-Hellou and Crozat, 2005). En effet, leur développement
aérien et racinaire souvent lent en début de cycle, confére aux Iégumineuses une faible aptitude a étre
compétitives pour les ressources aériennes (la lumiére) et souterraines (prélevement des nutriments
et de I'eau).

Ainsi, les services écosystémiques potentiellement délivrés par les légumineuses a graines sont
nombreux mais sont actuellement encore trop peu valorisés en raison notamment de leur forte
variabilité selon les espéces, les pratiques culturales et les conditions pédo-climatiques. Par ailleurs, la
fourniture simultanée des différents services écosystémiques n’est pas toujours possible compte tenu
de l'existence de nombreuses interactions aussi bien positives (synergies) que négatives
(antagonismes) entre les différents services (Lescourret et al., 2015). La maximisation d’un service
écosystémique peut donc se faire au détriment d’un autre ou peut engendrer un impact négatif non
désiré (Bennett et al.,, 2009; Gaba et al., 2014). La recherche d’'un compromis entre les différents
services est alors obligatoire. Certaines pratiques agricoles peuvent cependant moduler les relations
entre les services pour chercher a maximiser les synergies entre services et/ou limiter les impacts
négatifs. Compte tenu de la diversité des légumineuses a graines mobilisable, il est nécessaire
d’identifier les synergies et antagonismes entre les services potentiellement délivrés afin d’aider au

choix des especes les plus a méme de délivrer le ou les services recherchés.

Dans les parties suivantes un focus est fait sur deux principaux flux azotés induits par les cultures de
légumineuses et particulierement importants pour la fourniture de services écosystémiques relatifs a
I'azote. Il s’agit de la fixation symbiotique et de I'apport d’azote a la culture suivante via la
minéralisation des résidus de culture des légumineuses. Les caractéristiques des plantes

potentiellement déterminantes dans I'obtention de ces flux azotés seront également mises en avant.
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2. Régulation de la fixation symbiotique selon une boucle de rétroaction

carbone — azote au sein de la plante

2.1. Un co(t carboné supplémentaire de la fixation symbiotique

Une des spécificités des légumineuses est leur capacité a fixer I'azote atmosphérique via la mise en
place d’une symbiose avec des bactéries du sol du genre Rhizobium au sein d’organes spécifiques : les
nodosités (Figure 1). L’azote minéral du sol est également prélevé par les racines. Une fois prélevé par
les racines ou les nodosités, I'azote est exporté par le xyleme vers les parties aériennes afin de subvenir
aux besoins azotés de la plante. En contrepartie les parties aériennes allouent une partie du carbone

issu de la photosynthése aux parties souterraines, afin d’assurer la mise en place, le maintien et le

fonctionnement des racines et des nodosités.

Figure 1 : Nodosités sur des racines de Glycine max (A) et de Pisum sativum (B) cultivés en rhizotron
(Source personnelle).

Des différences en termes de colits carbonés entre les deux voies d’acquisition de I'azote ont été mises
en évidence. Plusieurs travaux suggerent un colt carboné de I'acquisition d’azote par la fixation
symbiotique plus élevé que le prélevement d’azote minéral par les racines (Jensen, 1997b; Moreau et
al.,, 2008; Pate et al., 1979). Cette interprétation repose d’une part sur le fait qu’une plus grande
proportion de carbone issu de la photosynthése était respirée par les racines nodulées par rapport aux
racines non nodulées. Par ailleurs, une relation négative a été obtenue entre le rapport de biomasse
produite par quantité d’azote absorbée et le pourcentage d’azote de la plante dérivé de la fixation
symbiotique (% Ndfa) (Jensen, 1997b). Cette relation indique que les légumineuses reposant en grande
partie sur la fixation symbiotique ont tendance a produire moins de biomasse par unité d’azote
absorbée, suggérant un co(t carboné de la fixation symbiotique supérieur au prélevement d’azote
minéral.

Toutefois, des calculs théoriques ont conduit a des colits carbonés similaires entre I'activité fixatrice

et I'assimilation des nitrates par les racines (Andrews et al., 2009; Munier-Jolain and Salon, 2005). Les
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potentiels surco(its carbonés associés a la fixation symbiotique pourraient étre liés a la formation de
nodosités, organes supplémentaires par rapport aux plantes dont la nutrition azotée repose

exclusivement sur I'assimilation d’azote minéral.

2.2. Initiation de la fixation symbiotique suite a une carence azotée

La nodulation est initiée juste aprés le début d’une diminution rapide de la teneur en azote dans les
parties aériennes indiquant une situation de carence azotée (Voisin et al., 2010). La carence azotée
apparait plus ou moins tét dans le cycle des légumineuses selon les ressources azotées de la semence
et de la disponibilité en azote minéral du sol qui sont les ressources azotées prioritairement utilisées
par les légumineuses.

En I'absence d’azote minéral dans le milieu, I'épuisement des ressources azotées de la semence
engendre une carence azotée au niveau des parties aériennes des légumineuses. En réponse, la plante
alloue une partie du carbone issu de la photosynthése afin d’assurer la mise en place des nodosités. La
date de perception de la carence azotée et donc l'initiation de la nodulation dépend a la fois de la taille
de la semence, qui détermine les ressources initiales en azote, et de la vitesse de croissance de la
plante, qui définit |la vitesse d’épuisement de 'azote de la semence. Néanmoins, ces deux facteurs sont
corrélés puisque la taille de la semence semble influencer la vitesse de croissance des plantes. Une
relation positive entre la biomasse initiale de la semence et les biomasses racinaires et aériennes, 35
jours apreés le semis sur 5 génotypes de haricot de Lima, a pu étre mise en évidence (Dobert and Blevins,
1993). Une méme relation a été rapportée sur neuf especes de légumineuses (Dayoub et al., 2017).
Ainsi, une espéece avec une semence de petite taille aura peu de ressources azotées en début de cycle.
Cependant, les besoins azotés seront aussi relativement faibles du fait d’une croissance plus lente par
rapport a une espéece avec de plus grosses semences.

En présence d’azote minéral dans le milieu, les Iégumineuses mettent en place des nodosités
seulement lorsque les ressources de la semence et du sol ne permettent plus de répondre aux besoins
azotés de la plante. Chez M. truncatula une régulation systémique de la formation des nodosités par
le statut azoté de la plante a pu étre mise en évidence (Jeudy et al., 2010). L’épuisement progressif de
I’azote minéral du sol suite au prélévement par les racines engendre a terme une carence azotée qui
déclenche la mise en place de la nodulation. Ainsi, plus la quantité d’azote minéral dans le sol au
moment du semis est importante, plus l'initiation de la fixation symbiotique est retardée dans le cycle

des légumineuses (Voisin et al., 2002b).

2.3. Ajustement de la fixation symbiotique a la croissance de la plante

En I’absence d’azote minéral, le nombre et la biomasse des nodosités sont positivement corrélés a la

biomasse aérienne pendant la phase végétative (Dobert and Blevins, 1993; Voisin et al., 2010). Une
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légumineuse dont la croissance aérienne est limitée par un faible rayonnement ou de faibles
températures présente moins de nodosités par rapport a une plante cultivée dans des conditions
environnementales optimales. En effet, dans des conditions limitant la croissance de la plante, les
besoins azotés associés sont plus faibles. La vitesse de la fixation symbiotique est dans un premier
temps fonction de la mise en place progressive de la nodulation puis devient fonction de la vitesse de
croissance de la plante et donc des besoins azotés associés (Voisin et al., 2002b).

Des différences de vitesse de croissance entre espéces de légumineuses peuvent engendrer des
différences de dynamique d’acquisition de I'azote par la fixation symbiotique. Chez le pois, les vitesses
de croissance et de fixation symbiotique augmentent jusqu’a floraison puis diminuent légérement.
Pendant la période de mise en place des gousses, la forte demande en azote entraine un deuxieéme pic
d’augmentation de la vitesse de fixation symbiotique (Voisin et al.,, 2002b). Des différences de
dynamique d’accumulation d’azote ont pu étre mises évidence en comparant le soja avec le haricot ou
la féverole (George and Singleton, 1992; Zapata et al., 19874, b). Le soja accumule seulement 28 % de
I'azote total mesuré a maturité pendant la phase végétative, tandis que le haricot accumule 50 % de
I'azote total mesuré a maturité pendant cette méme période. Chez le soja, 63 % de la biomasse
aérienne est accumulée entre les stades R1 (début floraison) et R5 (début remplissage), période qui
correspond aux plus grandes vitesses de fixation symbiotique. Au contraire, chez la féverole, la vitesse
de croissance aérienne augmente des le milieu de la phase végétative et engendre une augmentation

de la vitesse de la fixation symbiotique trés t6t dans le cycle.

2.4. Régulation systémique selon les besoins azotés des [égumineuses

Par un ajustement de la fixation symbiotique aux besoins azotés de la plante, le nombre et la croissance
des nodosités sont contrélés, limitant ainsi les colts carbonés associés. Des essais en split-root ont mis
en évidence une réponse systémique du prélevement d’azote par la fixation symbiotique lors d’une
limitation locale en azote atmosphérique (Jeudy et al., 2010). Chez M. truncatula, une privation locale
du systeme racinaire en azote atmosphérique, engendre une augmentation de 70 % de I'acquisition
d’azote par la partie du systéme racinaire non privé par rapport a la plante dont I'ensemble du systeme
racinaire est en contact avec du N; (plante témoin) (Jeudy et al., 2010). Cette réponse suggére une
régulation systémique induite par le statut azoté de la plante. Cependant, I'augmentation de
I'acquisition de N, n’est pas associée a une augmentation de l'activité spécifique de la fixation
symbiotique mais a une croissance des nodosités existantes dans un premier temps, puis a la mise en
place de nouvelles nodosités lorsque la limitation persiste (Ruffel et al., 2008). Le développement des
nodosités a été permis par une allocation en carbone plus grande vers le systeme non privé en N,. Ces
réponses adaptatives permettent partiellement de compenser le déficit local en N,. Néanmoins, une

diminution de la biomasse et de la teneur en azote par rapport aux plantes témoins a tout de méme
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été observée (Jeudy et al., 2010), indiquant une carence azotée temporaire liée au délai de la mise en

place des nodosités fonctionnnelles pour répondre aux besoins azotés de la plante.

En résumé, les légumineuses mettent en place des nodosités suite a une carence azotée lorsque
gu’aucune autre source d’azote n’est disponible pour satisfaire les besoins azotés (Mohd-Radzman et
al., 2013). En effet, en présence d’azote minéral, les [égumineuses vont prioritairement absorber cet
azote via les racines, organes déja développés pour remplir d’autres fonctions telles que le
prélevement d’eau et des éléments minéraux, I'ancrage et I'interaction avec les microorganismes du
sol. Au contraire la fixation symbiotique nécessite la mise en place d’organes supplémentaires qui
engendrent un co(t carboné pour la plante. Les légumineuses semblent donc maximiser I’activité des
nodosités déja formées, limitant ainsi le coOt carboné tout en assurant une absorption azotée
suffisante pour répondre aux besoins azotés associés a la croissance de la plante. Ainsi, une fois les
nodosités développées, I'activité fixatrice des nodosités est maximale. Il existe ainsi une étroite co-

régulation entre les voies d’assimilation du carbone et de I'azote.

3. La nutrition azotée des légumineuses repose sur la complémentarité
entre deux sources d’azote

3.1. Effet de I'azote minéral sur la fixation symbiotique et sur le systeme racinaire

3.1.1.Inhibition de la fixation symbiotique par I'azote minéral

Au semis, la présence d’azote minéral au contact des racines entraine un retard de la mise en place de
la nodulation (Moreau et al., 2008) et de la fixation symbiotique (Voisin et al., 2002b). Le décalage de
la nodulation par la présence d’azote minéral engendre de plus faibles biomasses nodulaires par
rapport a une plante cultivée en I'absence d’azote minéral. Ce phénomeéne a été observé chez de
nombreuses espéces de légumineuses (Dayoub et al., 2017; Imsande, 1986). Chez le pois, cultivé au
champ, la fixation symbiotique se met en place a partir du moment ou la quantité d’azote minéral dans
le sol devient inférieure a 60 kg N ha. C’est seulement lorsque le prélévement d’azote minéral par les
racines engendre une quantité d’azote minéral du sol en dessous de ce seuil que I'inhibition est levée
(Voisin et al., 2002b).

Une fois la nodulation initiée, la fixation symbiotique permet I'accumulation d’azote dans les
légumineuses. L’assimilation d’azote minéral reste par contre possible (Zapata et al., 1987b) si celui-ci
est disponible et si le systéme racinaire des légumineuses permet son prélevement. La croissance des
racines au cours du cycle permet d’augmenter la surface d’exploration racinaire dans le sol et de rendre
accessible de I'azote minéral initialement indisponible. De plus, les fluctuations de I'azote minéral dues

a la minéralisation de I'azote organique et sa grande hétérogénéité de répartition spatiale dans le sol,
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peuvent moduler la fixation symbiotique au cours du cycle des légumineuses. La présence d’azote
minéral peut avoir des effets variables sur la croissance des nodosités et I'activité fixatrice, selon le
stade physiologique des légumineuses. Naudin et al. (2011) ont montré que I'exposition du systeme
racinaire de pois a de 'azote nitrique pendant une semaine engendre une diminution de I'activité
spécifique des nodosités, quel que soit le stade physiologique considéré (début du stade végétatif,
floraison et remplissage des graines). Néanmoins, pendant le stade végétatif le taux d’apparition et la
vitesse de croissance des nodosités est simplement réduit par rapport aux plantes de pois témoins non
exposées a l'azote nitrique. Au contraire aux stades floraison et remplissage des graines, la présence
d’azote nitrique cause des dommages aux nodosités existantes en réduisant trés fortement leur
biomasse. Une fois cet azote nitrique retiré de la solution nutritive, le processus de récupération des
nodosités et I'activité fixatrice varie selon le stade physiologique. Au stade végétatif, les nodosités
existantes croissent a nouveau et de nouvelles nodosités se développent en paralléle. L’activité
spécifique des nodosités est rapidement équivalente a celle des plantes témoins. Au contraire a
floraison, a la fin de I'exposition a I'azote nitrique la majorité des nodosités ne sont plus fonctionnelles
(couleur verte). L'augmentation partielle de I'activité spécifique des nodosités est associée a la mise
en place d’une nouvelle vague de nodosités. Au moment du remplissage des graines, la compétition
du carbone avec les organes reproducteurs (Jeuffroy and Warembourg, 1991), ne permet pas le
rétablissement des nodosités et donc la restauration de l'activité fixatrice. Ainsi, la capacité des
légumineuses a passer rapidement de la fixation symbiotique au prélevement d’azote minéral et vice
versa varie fortement selon le stade physiologique. La nutrition azotée du pois est plus modulable en
début de cycle par rapport aux stades plus tardifs, notamment du fait d’'une plus grande attribution du

carbone aux parties souterraines en début de cycle (Voisin et al., 2003b).

3.1.2.La présence d’azote minéral augmente la croissance racinaire

Les légumineuses dont la nutrition azotée repose en grande partie sur le prélévement d’azote minéral
présentent un systeme racinaire plus développé surtout dans les 20 premiers centimetres du sol
(Jensen, 1986; Voisin et al., 2002a). L’augmentation de la biomasse racinaire pourrait étre liée a un
effet local des nitrates présents dans le sol qui favorise la prolifération des racines (Robinson et al.,
1999) et/ou a un effet systémique associé a une plus grande disponibilité de composés carbonés pour
les racines du fait de I'inhibition de la nodulation par I'azote minéral. En effet, Voisin et al. (2003b)
n’ont observé aucune différence d’allocation de carbone en proportion de la photosynthése nette,

entre les racines de pois nodulées et celles non nodulées.
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3.2. Une nutrition azotée optimale nécessite des mécanismes de régulation du
prélevement d’azote minéral et atmosphérique

3.2.1. Diagnostic de la nutrition azotée grdce a la courbe de dilution de I'azote

Afin de déterminer si les besoins azotés des légumineuses sont assurés quelle que soit I'origine de
I'azote il est possible de faire un diagnostic de la nutrition azotée. Celui-ci est basé sur la courbe de
dilution de I'azote dans la biomasse au cours de la croissance. Une relation négative entre la biomasse
aérienne produite et la teneur en azote a été établie pour différentes cultures telles que le blé (Justes
et al., 1994), le mais (Plénet and Cruz, 1997) ou le pois (Vocanson et al., 2005). Au cours du cycle de
ces especes, la biomasse aérienne augmente tandis que la teneur en azote diminue. Ce phénomeéne
de dilution de I'azote semble en partie lié a une remobilisation de I'azote des feuilles ombrées vers les
étages apparus plus tard dans le cycle tandis que la plante continue sa croissance. D’autre part, au
cours du cycle, la proportion des tissus métaboliques riches en azote tels que les feuilles, a tendance a
diminuer par rapport aux tissus de soutien tels que les tiges. Chez le pois la teneur en azote augmente
en tout début de cycle, jusqu’a ce que la biomasse aérienne atteigne une biomasse de 1 t ha™, puis
diminue jusqu’a I'apparition des gousses. La teneur en azote reste constante en fin de cycle du fait
d’une compensation entre la diminution de la teneur en azote dans les organes végétatifs et
I"accumulation d’azote dans les organes reproducteurs (Vocanson et al., 2005).

De cette relation a été définie une courbe critique de dilution de I'azote par rapport a la biomasse, a
partir de la réponse de la croissance aérienne a différents niveaux de fertilisation (Figure 2). La teneur
en azote critique correspond a la teneur azotée au-dessus de laquelle une augmentation de la
fertilisation azotée n’engendre pas d’augmentation de la biomasse (Justes et al., 1994). Cette courbe
permet de faire un diagnostic de la nutrition azotée pour une biomasse donnée en calculant I'indice
de nutrition azotée (INN), comme étant le rapport entre la teneur en azote mesurée et la teneur en
azote critique. Une plante avec une valeur d’'INN proche de 1 présente une nutrition azotée optimale.
Au contraire, en dessous de la courbe critique de dilution (INN < 1) la plante présente une carence

azotée (Figure 2, courbes verte et bleue).

14



Synthese bibliographique

Teneur en azote
des parties
aériennes (%N)

O T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

Matiére séche aérienne (t/ha)

Figure 2 : Teneur en azote en fonction de la biomasse accumulée dans les parties aériennes. Les
courbes bleue, verte, jaune et rouge représentent les courbes de dilution de I’'azote mesurées pour 4
niveaux de fertilisation azotée croissants (N1, N2, N3, N4 respectivement). La courbe noire correspond
a la courbe de dilution de I'azote critique déduite a partir des points de mesures a différentes dates
pour les 4 niveaux de fertilisation.

3.2.2. Régulation du prélévement d’azote par le statut azoté de la plante

Il existe des mécanismes de régulation du préléevement d’azote chez les légumineuses, permettant
d’assurer une nutrition azotée optimale pour la croissance (INN proche de 1).

En I’absence d’azote minéral dans le sol, les |égumineuses ajustent la fixation symbiotique aux besoins
azotés en augmentant la taille des nodosités existantes puis en mettant en place de nouvelles
nodosités plus tardivement. L’activité fixatrice des nodosités existantes n’est par contre pas
augmentée, celle-ci étant déja maximale (voir paragraphe 2.4).

En présence d’azote minéral, son prélevement est également régulé par rapport a la croissance. Sur
des plantes de M. truncatula dont I'ensemble du systéme racinaire était initialement en contact avec
de I'azote nitrique, des essais en split-root ont été réalisés. Ces essais ont permis de mettre en évidence
une réponse systémique d’ajustement du prélevement d’azote lors d’'une limitation locale en azote
nitrique (Jeudy et al., 2010). Afin de compenser le déficit en azote nitrique, la plante met en place une
réponse adaptative rapide en augmentant le taux de préléevement d’azote minéral par unité de
biomasse racinaire des racines non privées d’azote (Ruffel et al., 2008). Sur le plus long terme, les
racines non soumises au déficit azoté présentaient une plus grande biomasse par rapport aux racines
des plantes témoins. Ces résultats sont concordants avec les nombreux travaux ayant mis en évidence
une prolifération des racines en présence d’une forte concentration locale en azote minéral (Kraiser et

al., 2011; Ruffel et al.,, 2011). La plante exploite prioritairement les zones avec de plus fortes
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concentrations en azote minéral et investit le minimum d’énergie au niveau des racines soumises a de
plus faibles concentrations. Ces mécanismes adaptatifs n’engendrent pas de différence de biomasse
et de teneur en azote par rapport a une plante dont I'ensemble du systéme racinaire est en contact
avec de |'azote nitrique (plante témoin), permettant le maintien d’une nutrition azotée optimale.

Au contraire, en présence d’une forte concentration locale en azote minéral dans le sol, le préléevement
d’azote est réduit. Des molécules azotées produites par les parties aériennes, agissent en rétro-
inhibition sur le prélevement d’azote par les racines et les nodosités, ont été mises en évidence (Muller
and Touraine, 1992; Neo and Layzell, 1997; Sulieman et al.,, 2010). Malgré une régulation du
prélevement d’azote par le statut azoté des plantes il est possible de mesurer des valeurs d’INN
supérieures a 1 (Figure 2, courbes jaune et rouge) chez les céréales mais aussi chez les légumineuses
(Vocanson et al., 2005). En présence de forts niveaux en azote minéral dans le sol, les cultures sont
capables de prélever plus d’azote que les quantités définies par la simple demande. Il s’agit d’'une
consommation de luxe, c’est a dire une augmentation de la teneur en azote qui ne s’"accompagne pas
d’une augmentation de la biomasse. Lorsque la valeur d’INN est supérieure a 1, la modulation de
I"absorption d’azote dépend a la fois de la croissance de la plante, et donc des besoins azotés associés,
mais aussi de la disponibilité en azote minéral en termes de quantités et de distribution dans le profil

de sol (Devienne-Barret et al., 2000).

3.3. Capacité de la fixation symbiotique a répondre aux besoins azotés des

légumineuses

Malgré la complémentarité entre les deux sources azotées et I'existence de mécanismes de régulation
du préléevement de I'azote, il est possible d’observer des carences azotées qui ont des répercussions
sur la croissance des légumineuses (Voisin and Gastal, 2015). Une carence azotée peut en effet
engendrer une réduction importante de biomasse. Il est donc intéressant de déterminer si la
croissance des légumineuses varie selon I'origine de I'azote (atmosphérique ou minéral) et s'il existe

des différences entre les espéces de légumineuses.

3.3.1. Effet du niveau de fertilisation azotée sur la croissance aérienne des légumineuses

De nombreuses études menées au champ ont montré que des légumineuses cultivées en absence de
fertilisation azotée présentaient des développements aériens similaires a des plantes fertilisées. Voisin
et al. (2002a) ont mesuré au champ chez le pois a maturité des biomasses et des teneurs en azote dans
les parties aériennes trés proches des plantes fertilisées avec 0, 100, 200 ou 400 kg N ha’. Une méta-
analyse regroupant 67 études menées entre 1966 et 2006 sur le soja montre que la fertilisation azotée
engendre une augmentation de rendement dans seulement 20 % des cas. En moyenne I'augmentation

de rendement est de 0,5 t ha® et 'ampleur de la réponse ne différe pas significativement entre les
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différentes catégories de fertilisation azotée (Salvagiotti et al., 2008). En d’autres termes, dans les cas
ou la fertilisation azotée engendre une réponse positive sur le rendement, les faibles doses de
fertilisation ont le méme effet que les plus fortes doses notamment lorsqu’elles sont appliquées aprés
I'initiation des premieres gousses (qui correspond au pic de demande azotée du soja). Par ailleurs,
aucune différence de biomasse ou de quantité d’azote dans les parties aériennes selon le niveau de
fertilisation azotée n’a été mise en évidence sur la féverole (Hardarson et al., 1991; Li et al., 2009) ou
le lupin (Evans et al., 1987a). De méme, sur le pois chiche aucune différence de rendement n’a été
observée lorsque 0, 50 et 100 kg N ha ont été apportés 6 semaines avant le semis (Turpin et al., 2002).
Dans ces situations, la fixation symbiotique satisfait la demande en azote des légumineuses pour la
croissance.

Cependant dans certains cas, la fixation symbiotique ne permet pas de répondre entiérement aux
besoins azotés des légumineuses. Le haricot est par exemple une culture qui réagit trés fortement a la
fertilisation azotée. L'apport de 150 kg N ha au champ peut entrainer une augmentation de la
quantité d’azote dans les parties aériennes et de rendement de 200 et 100 %, respectivement
(Herridge and Redden, 2000). Il est d’ailleurs souvent recommandé de fertiliser le haricot en début de
cycle. De méme, dans des essais en serre, des plantes de Medicago truncatula non fertilisées et
prélevées 1000 degré-jours apres le semis ont une quantité d’azote dans la plante entiére au moins 10
fois plus faible que des plantes fertilisées avec une solution azotée de 10 mmol L. Les plantes reposant
seulement sur la fixation symbiotique présentent une valeur d’INN tres largement inférieure a 1
(Moreau et al., 2008). D’autre part, pour des plantes de pois conduites en pot, une légére fertilisation
azotée lors du remplissage des graines augmente de 30 % le rendement en graines, la biomasse et la
quantité d’azote des parties aériennes par rapport a des plantes témoins non fertilisées (Jensen, 1986).
Dans cet essai les plantes de pois témoins étaient conduites en I'absence totale d’azote minéral et
reposaient entierement sur la fixation symbiotique et avaient probablement subi une carence azotée
en début de cycle lors de la mise en place de la fixation symbiotique.

En I’état actuel des connaissances, tres peu de références sont disponibles sur plusieurs autres espéces
de légumineuses a graines. D’autre part, il est assez difficile de comparer les différentes espéces de
légumineuses quant a I'effet du niveau de fertilisation sur leur croissance. En effet, les essais ont été
menés dans des conditions pédoclimatiques contrastées. Les légumineuses peuvent aussi avoir subi
des stress abiotiques et biotiques variables dans les différents essais. L’'ensemble de ces facteurs
peuvent potentiellement limiter la fixation symbiotique, et donc une croissance optimale des

légumineuses non fertilisées.
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3.3.2.La fixation symbiotique permet-elle toujours de répondre aux besoins azotés des
légumineuses en conditions non fertilisées ?

Les facteurs biotiques influencant directement la fixation symbiotique

La fixation symbiotique repose sur une symbiose entre la légumineuse et une bactérie du genre
Rhizobium, avec une spécificité d’hote plus ou moins importante. Dans les sols agricoles frangais, les
souches de rhizobium, capables d’établir une symbiose avec les légumineuses de climats tempérés,
sont trés souvent présentes. En général, la culture de ces légumineuses ne nécessite donc pas
d’inoculation. Par contre, pour les espéces d’origine tropicale comme le soja, l'inoculation est
nécessaire au moment du semis si la culture est implantée sur la parcelle pour la premiere fois. De
plus, I'efficience de la fixation symbiotique peut varier selon la souche de rhizobium et le génotype de
la légumineuse. Une étude menée sur du pois inoculé avec six souches de rhizobium a pu mettre en
évidence de trés grandes différences d’efficience de fixation; les rapports de quantités d’azote
accumulées dans les parties aériennes par unité de biomasse nodulaire variant d’un facteur 20 selon
la souche bactérienne (Laguerre et al., 2007). Par ailleurs, chez le haricot, les faibles rendements
mesurés en |'absence d’azote minéral peuvent en partie étre expliqués par les conditions de sélection
variétale. Ainsi, le haricot semble avoir été essentiellement sélectionné comme une culture légumiere
en condition non limitante en azote dans lesquelles la fixation symbiotique est devenue superflue
(Herridge and Redden, 2000). Les génotypes de haricot n‘ont donc pas été sélectionnés pour leur
faculté a mettre en place une symbiose avec des bactéries fixatrices.

Méme en présence de Rhizobium dans le sol certains facteurs biotiques et abiotiques peuvent affecter
directement la fixation symbiotique. Les quantités d’azote fixées sont fortement réduites lors d’un
stress hydrique (Streeter, 2003), avec un effet direct du manque d’eau sur I'activité des nodosités. Les
nodosités sont généralement mises en place sur les 20 a 30 premiers centiméetres du systéme racinaire
et cette localisation superficielle rend le systéme nodulaire d’autant plus sensible aux stress hydriques.
Un exces d’eau risque aussi d’affecter I'activité fixatrice en soumettant les nodosités a des conditions
d’anaérobie qui limitent fortement I'activité des bactéries symbiotiques. Chaudhary et al. (2008) ont
par ailleurs mis en évidence une diminution de la biomasse nodulaire ainsi que de I'activité fixatrice
chez le soja et le haricot mungo lors d’une limitation en phosphore, indispensable au fonctionnement
des nodosités. Enfin, la plupart des légumineuses requiert un pH du sol neutre ou légérement acide
pour assurer la nodulation et la fixation symbiotique (Bordeleau and Prévost, 1994) et un sol trés acide
affecte la survie des bactéries symbiotiques. Des facteurs biotiques peuvent également limiter de
maniere directe la fixation symbiotique. Les larves de sitones sont par exemple des ravageurs qui

s’attaquent aux nodosités (Corre-Hellou and Crozat, 2005). Le pathogene Aphanomyces euteiches
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entraine une pourriture progressive du systéme racinaire et donc des nodosités chez certaines espéces
comme le pois, la vesce commune ou la lentille (Gaulin et al., 2007).

Ainsi, des plantes soumises a des stress environnementaux qui impactent directement la fixation
symbiotique, peuvent présenter des carences azotées. Dans la méta-analyse menée par Salvagiotti et
al. (2008), une fertilisation azotée avait un effet positif sur le rendement du soja par rapport au
controle non fertilisé, principalement lorsque les cultures étaient soumises a des stress biotiques et
abiotiques, affectant directement la fixation symbiotique (faibles pH, sécheresses, absence de souche
de Rhizobium efficiente). Malgré la complémentarité entre les deux sources azotées, il est possible
d’observer des carences azotées (INN < 1) chez les Iégumineuses. Il s’agit de conditions dans lesquelles
les besoins azotés de la plante ne peuvent pas étre compensés par le préléevement d’azote minéral, en
cas d’absence d’azote minéral dans le sol ou quand le développement racinaire est réduit par une
structure du sol dégradée ou par le développement de maladies racinaires. Cependant, dans la
majorité des cas la fixation symbiotique est le facteur limitant car ce processus est souvent plus
sensible aux stress biotiques et abiotiques que le prélevement d’azote minéral (Sprent et al., 1988).
D’autre part, le prélevement d’azote minéral a principalement lieu en début de cycle lorsque les stress

environnementaux sont beaucoup moins fréquents.

Les facteurs abiotiques et biotiques influencant indirectement la fixation symbiotique via la réduction de
la croissance de la plante

L'activité spécifique des nodosités ainsi que les quantités d’azote fixées peuvent étre réduites de facon
indirecte via I'ajustement systémique de la fixation symbiotique a la croissance de la plante. Certaines
conditions environnementales qui réduisent le développement de la plante engendrent des besoins
azotés plus faibles et donc par conséquent de plus faibles quantités d’azote fixées. Il s’agit notamment
de situations de fortes températures, de déficit hydrique ou encore de faible rayonnement et de gel
qui affectent I'activité photosynthétique. Lorsque les facteurs environnementaux n’affectent que la

croissance et non la fixation symbiotique, la plante ne présente pas de carence azotée.

Limitation de la fixation symbiotique relative a |'évolution des sources et des puits dans la plante

En début de cycle, la croissance et le développement des |légumineuses reposent sur les ressources
carbonées et azotées de la semence. C'est a partir de lasemence que les premiers organes sont formés.
En absence d’azote minéral dans le sol, une carence azotée peut apparaitre lors du passage de la phase
d’hétérotrophie (quand la plante repose sur les ressources azotées de la semence) a la phase
d’autotrophie (mise en place de la fixation symbiotique). L'intensité de la carence azotée est alors
variable selon la capacité de la plante a allouer rapidement les ressources carbonées pour mettre en
place des nodosités. L’apparition d’'une carence lors de la mise en place de la fixation peut avoir des

répercussions plus tard dans le cycle, sur le statut azoté des légumineuses, si celle-ci n’est pas
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compensée par la suite (Moreau et al., 2008). Certains auteurs ont mis en évidence |'effet positif sur
le développement des légumineuses lorsque qu’une fertilisation azotée a faible dose est effectuée au
moment du semis. C'est ce qu’on appelle I'effet « starter ». Cependant, en conditions agricoles le
reliquat azoté au semis des légumineuses est souvent suffisant pour limiter la carence azotée en début
de cycle (Van Kessel and Hartley, 2000).

En fin de cycle, I'activité fixatrice diminue fortement et est associée a une senescence des nodosités
(Voisin et al., 2002b). En effet, le nombre de nodosités atteint un maximum vers la fin de la floraison
puis décroit en fin de cycle (Lawn and Brun, 1974). Cette sénescence est attribuée au vieillissement
des nodosités et peut-étre accélérée par une compétition pour les assimilats carbonés avec les organes
reproducteurs. Lors du remplissage des graines, la proportion de carbone issu de la photosynthese qui
est allouée aux nodosités diminue fortement par rapport au stades végétatifs et floraison (Voisin et
al., 2003b). Pendant la phase de remplissage des graines, la demande en azote des graines est forte et
engendre souvent une sénescence des feuilles et des parties souterraines en fin de cycle. La
senescence de ces organes permet une remobilisation de |'azote vers les organes reproducteurs. Cet
azote contribue jusqu’a 70 % de I'azote total des graines chez le pois. Le reste de I'azote est acquis par
le systeme nodulaire et racinaire chez le pois (Schiltz et al., 2005). Ainsi, en I'absence d’azote minéral
dans le sol et lors d’une sénescence précoce des nodosités, une réduction de rendement peut étre
observée par rapport a des plantes auxquelles une faible fertilisation azotée est appliquée en fin de

cycle.

3.4. Variabilité de I'inhibition de la fixation symbiotique par I’azote minéral

3.4.1. Des différences d’inhibition selon les especes

Chez le pois, une relation linéaire décroissante a été observée entre la proportion d’azote provenant
de la fixation symbiotique (% Ndfa) sur I'ensemble du cycle (mesurée a maturité) et la quantité d’azote
minéral présente dans le sol au semis. Chez cette espece, le % Ndfa est égal a 50 % lorsque 160 kg N
minéral ha! sont présents au moment du semis (Voisin et al., 2002b). Des relations similaires ont été
obtenues chez le pois chiche et la féverole (Schwenke et al., 1998). Les valeurs de % Ndfa de 50 % chez
le pois chiche et |a féverole ont été mesurées lorsque 28 et 61 kg N minéral ha! étaient présents dans
la zone d’exploration racinaire (0-90 cm) au moment du semis. Pour le soja une relation exponentielle
négative entre la quantité d’azote fixée (QNdfa) maximale mesurée a maturité et la quantité d’azote
apportée par fertilisation a été déterminée (Salvagiotti et al., 2008). Du fait de cette relation, les
valeurs de QNdfa maximales mesurées étaient de 337, 129 et 17 kg N ha? lorsque respectivement 0,
100 et 300 kg N ha étaient apportés par fertilisation.

Il est cependant assez difficile de comparer les différentes especes entre elles et de nombreuses

références manquent pour une grande diversité de légumineuses. En effet, les pools d’azote minéral
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pris en compte ne sont pas toujours les mémes dans les différentes relations. Certaines études ont
intégré les reliquats azotés au semis, la fertilisation azotée et la minéralisation du sol au cours du cycle
des légumineuses (Voisin et al., 2002b). Tandis que dans d’autres études, la minéralisation du sol ou
encore les reliquats azotés au semis n‘ont pas toujours été mesurés (Salvagiotti et al., 2008; Schwenke
et al., 1998). D’une situation a une autre le type de sol, le climat, ou bien encore le précédent cultural
peuvent grandement influencer les reliquats azotés au semis des légumineuses ou encore la
minéralisation de |'azote organique du sol au cours du cycle des cultures.

Malgré le fait que de nombreux essais ont été conduits dans des conditions pédoclimatiques
contrastées, des différences de valeurs moyennes de % Ndfa ont été obtenues entre différentes
especes de légumineuses (Herridge et al., 2008). Certaines espéces semblent reposer en plus grande
proportion sur la fixation symbiotique et présentent en moyenne des valeurs de % Ndfa assez élevées.
Il s’agit par exemple de la féverole suivie par le soja, dont les valeurs de % Ndfa moyennes sont
respectivement 75 et 68 %. La lentille, le pois et le pois chiche présentent des valeurs de % Ndfa
moyennes intermédiaires (63 %) tandis que le haricot repose seulement a 40 % sur la fixation

symbiotique. Toutefois, aucune explication n’a été donnée pour justifier ces différences entre especes.

3.4.2. Des différences d’inhibition selon les conditions pédoclimatiques et la croissance des
légumineuses

Les différences de fixation symbiotique entre les espéces de légumineuses pourraient en parties étre
expliquées par le potentiel de croissance des especes (Figure 3A). En effet, une légumineuse avec une
plus forte croissance aura tendance a fixer plus d’azote atmosphérique (Anglade et al., 2015; Peoples
et al., 2001). Pour une méme quantité d’azote minéral dans le sol, les especes de légumineuses
préleveront prioritairement cet azote disponible. Par la suite, les espéces avec des besoins azotés plus
grands fixent I'azote atmosphérique en quantités supérieures par rapport aux espéces avec de plus
faibles besoins.

En conditions agricoles, il n’est pas rare d’obtenir des rendements inférieurs au potentiel. Certains
facteurs environnementaux peuvent affecter la croissance de la plante, de maniére directe (section
3.3.2) (faible rayonnement, sécheresse, maladie ou ravageurs,...). Les besoins en azote étant plus
faibles, la fixation symbiotique est alors ajustée (% Ndfa réduit). Dans cette situation, I'ajustement de
la fixation symbiotique est une simple conséquence de la réduction de la croissance aérienne et
n’engendre a priori pas de carence azotée (INN proche de 1) (Figure 3A et B : triangle vert).

D’autres facteurs abiotiques et biotiques peuvent affecter indirectement la croissance de la plante en
limitant directement la fixation symbiotique (section 3.3.2.). Dans ces situations ol la fixation

symbiotique est limitée, les quantités d’azote fixées ne permettent pas de combler les besoins azotés
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de la plante qui subit alors une carence azotée (INN < 1). En cas de carence azotée trop grande, la

croissance de la plante est par la suite réduite et le rendement affecté. (Figure 3A et B : carré vert).
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Figure 3 : A : Valeurs de % Ndfa selon le niveau d’azote minéral du sol disponible pour les cultures de
légumineuses pour différentes conditions pédoclimatiques. L'azote minéral disponible comprend les
reliquats azotés au moment du semis, la fertilisation azotée et la minéralisation de |'azote organique
du sol au cours du cycle des légumineuses. Les droites rouge et verte représentent les valeurs de %
Ndfa maximales pouvant étre mesurées selon le niveau d’azote minéral disponible pour I'espece 1
(rouge) et 2 (verte) respectivement. L'espéce 2 présente des besoins azotés plus faibles que I'espéce
1. B : Représentation du statut azoté de 'espéce 2 a partir de la courbe de dilution de I'azote, pour un
niveau d’azote minéral du sol (125 kg N ha). @ : situation de croissance et de fixation symbiotique
optimale ; A : situation ou la croissance est directement limitée ; B : situation ou la croissance est
indirectement limitée par limitation de la fixation symbiotique.

3.4.3. Des différences d’inhibition de la fixation symbiotique selon la capacité a prélever 'azote
minéral du sol?

Les différences d’effet de I'azote minéral sur la fixation symbiotique entre les espéces de |égumineuses
sont peut-étre également associées a des différences de capacité de prélévement de I'azote minéral
du sol. Pour une méme quantité d’azote minéral disponible dans le sol, seule une partie de cet azote
est accessible pour la légumineuse et peut étre prélevé par ses racines. Plusieurs observations vont en
ce sens.

Une étude menée par Schwenke et al. (1998), montre que la féverole maintient une valeur de % Ndfa
plus élevée que le pois chiche pour une méme quantité d’azote minéral au semis. Dans ces travaux, la
plus forte proportion d’azote fixée par la féverole était en partie liée a la croissance de la plante qui
requérait des besoins azotés supérieurs au pois chiche. Cependant 40 % de la différence de valeurs de
% Ndfa entre ces deux espéces n’était pas expliquée par les plus forts besoins en azote de la féverole.
De méme, dans une expérimentation en serre, une plus forte diminution de la valeur de % Ndfa selon
le niveau d’azote minéral a été notée sur le haricot par rapport au soja (George and Singleton, 1992).

Pourtant, le haricot présentait de plus grands besoins en azote par rapport au soja. Dans le premier
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cas, les auteurs ont interprété le maintien de la fixation symbiotique par la féverole comme une plus
forte tolérance de la symbiose a I'azote minéral. Cependant, dans une autre étude menée au champ,
Turpin et al. (2002) ont pu mettre en évidence de plus faibles prélevements d’azote minéral par la
féverole en comparaison au pois chiche, notamment en début de cycle. Les différences de fixation
symbiotique entre la féverole et le pois chiche pourraient ainsi étre associées a des différences de
prélevement d’azote minéral par les racines. De méme, dans des expérimentations menées au champ,
I'efficience d’utilisation du fertilisant azoté par le haricot était deux fois plus importante que le soja a
floraison. De plus, le haricot présentait une plus forte capacité de prélevement d’azote minéral par
unité de biomasse racinaire (George and Singleton, 1992). Les différences de fixation symbiotique
entre le haricot et le soja pourraient également étre associées a des différences d’absorption d’azote
minéral.

Finalement, la nutrition azotée des légumineuses avec une grande capacité d’absorption d’azote
minéral reposerait moins sur la fixation symbiotique par rapport a des espéces avec une moins grande
efficience de prélévement d’azote minéral. Cependant aucune relation directe entre réponse la

fixation symbiotique a I’azote minéral du sol pour différentes especes de légumineuses et leur capacité

de prélévement d’azote minéral n’a été établie.

3.4.4. Capacité de prélévement de I'azote minéral selon I'architecture racinaire ?

Les différences de prélevement d’azote minéral entre les espéces de légumineuses pourraient étre
fonction de I'architecture racinaire qui détermine la capacité d’exploration du profil de sol et donc
I’efficience d’utilisation de I'azote minéral du sol disponible.

Les connaissances sur 'architecture racinaire des plantes sont souvent limitées par rapport aux parties
aériennes, notamment du fait de la difficulté d’accessibilité du compartiment racinaire dans le sol (Zhu
et al., 2011). Pourtant, une meilleure connaissance des traits racinaires favorisant I'absorption des
ressources du sol pourrait permettre d’augmenter l'efficience de prélevement des principaux
nutriments par les cultures (Den Herder et al., 2010). L’azote étant un élément mobile dans le sol, la
morphologie des racines a souvent été considérée comme moins importante par rapport a I’acquisition
de nutriments moins mobiles. Cependant, certains traits racinaires favorisent le prélévement de
I’azote minéral notamment dans des sols assez pauvres en azote. D’autre part, la croissance racinaire
et la répartition des racines dans le profil de sol peuvent limiter les pertes d’azote par lixiviation (Liao
et al., 2006).

Des plantes avec une rapide capacité d’exploration racinaire du sol peuvent augmenter le volume de
sol exploré et donc les quantités d’azote minéral prélevées. Une étude menée en rhizotron pendant

une période de 40 jours sur neuf espéeces de légumineuses a pu mettre en évidence une corrélation
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positive entre les vitesses de croissance racinaire en largeur et en profondeur et les quantités d’azote
minéral du sol prélevées (Dayoub et al., 2017).

La densité de longueur racinaire (Root Lenght Density (RLD)) peut aussi jouer un réle dans le
prélevement d’azote minéral. Il s’agit de la longueur racinaire par unité de volume de sol, qui
détermine la surface de contact entre les racines et le sol. Ainsi, des plantes avec une grande RLD ont
une plus grande capacité d’acquisition de I'azote minéral (Garnett et al., 2009). Dans un essai mené au
champ, des différences de RLD ont pu étre observées entre trois especes de légumineuses sur des
profils racinaires réalisés a partir de carottages de sol (Liu et al., 2011a). Sur les premiers 20 cm de
profondeur, le pois chiche présentait la plus faible RLD en comparaison a la lentille et au pois.

La RLD est souvent fortement corrélée au diamétre des racines. Un systéme racinaire avec de
nombreuses racines et de petits diametres permet d’augmenter la surface de contact avec le sol sans
engendrer de colt carboné supplémentaire, par rapport a un systéme racinaire caractérisé par un
faible nombre de racines avec de larges diamétres. Des différences de diamétre de racines ont pu étre
mises en évidence sur trois especes de légumineuses cultivées dans les mémes conditions
pédoclimatiques (Benjamin and Nielsen, 2006; Liu et al., 2011a).

La colonisation du sol par les racines, aussi bien spatialement que temporellement peut donc favoriser
le prélevement d’azote minéral et ainsi limiter la lixiviation. Des simulations du systéme racinaire de
sept génotypes de lupin associées au prélevement d’azote minéral ont été réalisées en faisant varier
la densité racinaire et la répartition des racines selon la profondeur, a volume racinaire identique
(Dunbabin et al., 2003). Les diametres et donc les surfaces de contact étaient différents entre les
systemes racinaires étudiés. Les systémes racinaires avec une forte densité racinaire dans les horizons
de surface en début de cycle, et une croissance vigoureuse en profondeur plus tard dans le cycle
permettent de maximiser le préléevement d’azote minéral dans des conditions climatiques
méditerranéennes. En début de cycle un systéme racinaire ramifié dans les horizons plus superficiels
permet I'absorption de I'azote dans la zone de minéralisation tout en limitant la lixiviation vers les
horizons plus profonds. La colonisation des horizons plus profonds plus tard dans le cycle permet de
maximiser I'absorption de I'azote minéral entrainé en profondeur par lixiviation.

Une meilleure connaissance des systemes racinaires des légumineuses permettrait d’analyser si
I"architecture racinaire des légumineuses peut engendrer des différences de préléevement de I'azote

minéral du sol.

En résumé, les besoins azotés des légumineuses sont assurés par une complémentarité entre la
fixation symbiotique et le prélevement d’azote minéral du sol. Cependant, dans certaines situations la
fixation symbiotique est directement limitée par des facteurs biotiques et abiotiques, ou par

compétition pour les ressources carbonées avec les autres organes de la plante. Dans ces situations,
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les [égumineuses reposant exclusivement sur la fixation symbiotique peuvent présenter des carences
azotées et une croissance limitée par rapport a des Iégumineuses dont la nutrition azotée repose
exclusivement sur le préléevement d’azote minéral. D’autre part, il est largement démontré que la
présence d’azote minéral dans le sol inhibe la fixation symbiotique. Cependant, l'intensité de la
réponse de la fixation symbiotique a la disponibilité en azote minéral du sol semble varier selon les
especes de légumineuses. La croissance de la plante (qui détermine les besoins en azote de la plante)
ainsi que la capacité de prélevement d’azote minéral (qui détermine la source d’azote minéral et donc
la quantité d’azote a fixer pour compléter les besoins azotés de la plante) sont deux facteurs
potentiellement explicatifs des différences de réponse de la fixation symbiotique a la présence d’azote
minéral. Pourtant aucune étude n’a cherché a décorrélér ces deux facteurs pour expliquer les

différences d’inhibition de la fixation symbiotique pour une grande diversité de légumineuses.

4. Effet des précédents légumineuses sur les cultures de céréales qui

suivent

Outre la capacité des légumineuses a fixer I'azote atmosphérique, leur introduction dans les
successions culturales peut modifier I'état du milieu suite a leur culture et par conséquent les
performances des cultures suivant les légumineuses. Ce processus est communément appelé « effet
précédent » ou « arriere effet ». Fréquemment, les céréales ou oléagineux cultivés apres des
légumineuses présentent de plus grands rendements ou/et une meilleure qualité des produits récoltés
par rapport a des céréales ou oléagineux cultivés aprés des céréales. L'effet positif des |égumineuses
sur les cultures suivantes, peut-étre associé a des effets sur le milieu impliquant des facteurs

endogenes ou exogenes au cycle de l'azote.

4.1. Augmentation des performances des céréales précédées par des

légumineuses

De maniere générale, les cultures ont un meilleur rendement lorsque celles-ci sont précédées d’une
espece de famille botanique différente. A partir de la synthéese de différents essais menés entre 1985
et 2005 dans différentes régions du globe, Kirkegaard et al. (2008) ont comparé la production de blé
précédé d’une culture différente, par rapport a un blé cultivé aprés un blé. Des augmentations
moyennes de rendement de 33 % en Australie du Sud, 24 % en Europe du Nord, et 14 % en Amérique
du Nord ont été rapportées. Les légumineuses sont particulierement connues pour étre de bons
précédents culturaux pour les céréales par rapport a des précédents céréales ou oléagineux (Preissel
et al., 2015). Angus et al. (2015) ont mis en évidence une augmentation moyenne du rendement de

blé précédé d’une culture de légumineuse, de colza ou d’avoine de 0,92, 0,80 et 0,53 t ha™
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respectivement, par rapport a un précédent blé. Les résultats d’'une méta-analyse réalisée sur 1181
rendements de céréales en fonction du précédent cultural, cultivés dans 15 pays différents, ont aussi
montré une augmentation moyenne du rendement des céréales précédées par de légumineuses par
rapport a une succession céréale-céréale de 29 % contre 14 % pour un précédent colza (Cernay et al.,
2017). De méme, une compilation de données issues de plusieurs expérimentations menées en
conditions tropicales et subtropicales a mis en avant une augmentation moyenne de 37 % du
rendement du blé précédé de légumineuses (Peoples and Craswell, 1992).

Certaines études ont par ailleurs mesuré de plus grandes teneurs en azote des céréales précédées par
des légumineuses par rapport a une céréale cultivée apres une céréale (Biederbeck et al., 1996; Gan
et al., 2003). Cet effet n’est cependant pas généralisable. En effet, Williams et al. (2014) n’ont pas mis
en évidence une amélioration systématique de la teneur en protéine des céréales précédées par des

|légumineuses.

4.2. Facteurs azotés explicatifs de I'effet positif des Iégumineuses sur les cultures

suivantes

L'effet positif des précédents légumineuses sur les performances des céréales peut notamment étre
expliqué par des effets azotés spécifiques aux cultures de légumineuses qui induisent de plus grandes
guantités d’azote disponibles pour la culture suivante par rapport a un précédent céréale. L'azote
minéral disponible pour la culture suivante découle i) de la quantité d’azote minéral non prélevée
durant le cycle des légumineuses et laissée au sol aprés leur récolte et ii) de la quantité d’azote issue
de la minéralisation des résidus de culture (aériens et souterrains) des légumineuses par les
microorganismes du sol. L'azote minéral du sol disponible peut étre prélevé par la culture suivante ou
perdu en dehors du systéme de culture par lixiviation, en cas de fortes précipitations couplées a une

désynchronisation entre la disponibilité en azote minéral et les besoins en azote de la culture suivante.

4.2.1. Reliquats azotés supérieurs apres les cultures de légumineuses

Aprés la récolte des légumineuses, les reliquats azotés sont fréquemment supérieurs a ceux mesurés
aprées des cultures de céréales. Plusieurs études ont mis en évidence des concentrations en azote
minéral du sol plus importantes aprés la récolte du pois, pois chiche et du lupin par rapport a du blé
ou de I'orge (Evans et al., 1987b; Herridge et al., 1995; Jensen and Hauggaard-Nielsen, 2003). Angus et
al. (2015) ont par ailleurs établi, a partir de plusieurs essais expérimentaux australiens, une relation
positive entre les reliquats azotés post-récolte de différents précédents culturaux et le rendement du
blé mesuré I'année suivante. Les légumineuses présentaient systématiquement des reliquats azotés
post-récolte supérieurs aux cultures de céréales et d’oléagineux. Les légumineuses sont souvent

caractérisées par un systeme racinaire relativement superficiel par rapport aux céréales, pouvant
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limiter le prélévement d’azote minéral dans les horizons profonds du sol durant leur cycle (Hauggaard-

Nielsen et al., 2001; Jensen et al., 2010).

4.2.2. Quantités d’azote laissées par les résidus des précédents culturaux

La quantité d’azote contenue dans les résidus aériens (paille et cosses) et souterrains (racines,
nodosités et rhizodéposition) des légumineuses a graines est un premier indicateur de I'azote
potentiellement disponible pour la culture suivante puisqu’il s’agit de la quantité d’azote maximale
laissé par les résidus. Cet azote sous forme organique n’est cependant pas directement disponible pour
la culture suivante.

Les quantités d’azote accumulées par les [égumineuses varient grandement en fonction de I'espéce,
de la biomasse, et de I'état de la nutrition azotée ; les deux derniers facteurs étant influencés par les
conditions pédoclimatiques et les pratiques culturales. Sur la totalité de I'azote accumulé, seule une
proportion de cet azote est laissée au sol. Le reste est exporté lors de la récolte des graines.
Fréquemment, seul 'azote des résidus aériens est mesuré car il est facilement accessible.

De nombreuses études ont pourtant souligné I'importance de prendre en compte les parties
souterraines afin de ne pas sous-estimer les quantités d’azote laissées par les résidus de culture (Khan
et al., 2003; Peoples et al., 2001). Cependant, la mesure des quantités d’azote contenues dans les
racines et exsudées par la rhizodéposition au cours du cycle de la culture est délicate, notamment au
champ (Fustec et al., 2010; Zhu et al., 2011). De plus, les valeurs varient grandement entre les études,
reflétant des différences entre especes et conditions pédoclimatiques, mais elles sont aussi
partiellement liées a des biais techniques. En effet, il est difficile de récupérer 'ensemble du systeme
racinaire surtout en profondeur car une partie des racines sont trop fines pour étre collectées
manuellement. D’autre part, la quantification de la rhizodéposition est d’autant plus complexe que les
composés ne sont pas contenus dans une structure bien définie mais sont exsudés dans le sol. Leur
guantification fait appel a des techniques de marquage isotopique. Anglade et al. (2015) ont synthétisé
des études ayant estimé la proportion d’azote dans les parties souterraines par rapport a I’azote total
de la plante chez plusieurs especes de légumineuses. Pour la féverole, les valeurs étaient comprises
entre 24 % (Khan et al., 2003) (Rochester et al., 1998) et 41 % (Khan et al., 2003) dans des essais
conduits au champ avec une valeur moyenne de 31 %. Pour le pois, les valeurs étaient comprises entre
30 % (Mahieu et al., 2007) et 39 % (Wichern et al., 2007) dans des essais conduits au champ avec une
valeur moyenne de 35 %. Pour le pois chiche (Khan et al., 2003) et le soja (Rochester et al., 1998),
respectivement 77 et 38 % de I'azote total a été mesuré dans les parties souterraines. Chez le lupin, la
lentille et la vesce commune seules les quantités d’azote dans les parties racinaires ont été mesurées
en pot a mi-floraison, sans prendre en compte la rhizodéposition. Dans ce cas, |'azote des racines

représentait respectivement 42, 36 et 32 % de I'azote total de la plante (Unkovich and Pate, 2000).
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Dans I'ensemble de ces études il s’agit de mesures ponctuelles, rendant difficile I'intégration de ces
mesures dans le temps. La biomasse racinaire varie pourtant selon le stade physiologique de la plante
et de nombreuses questions persistent quant a la dynamique de la rhizodéposition.

Compte tenu de la variabilité des valeurs selon la méthode de mesure et du manque de données pour
un grand nombre d’espéces de légumineuses, des valeurs moyennes de proportion d’azote dans les
parties souterraines ont été proposées. Afin de tenir compte de |'azote dans les parties souterraines,
Herridge et al. (2008) ont suggéré de multiplier la quantité d’azote des parties aériennes par un facteur
multiplicateur de 2 pour le pois chiche (en considérant ainsi que 50 % de I’azote total se situe dans les
parties souterraines), 1,5 pour le soja (33 % de l'azote total) et 1,4 pour les autres espéces de
légumineuses a graines (30 % de l'azote total). Cette derniére valeur est proche du facteur
multiplicateur de 1,3 proposé par Anglade et al. (2015) pour le pois, la féverole et la lentille. Peoples
et al. (2001) ont utilisé un méme coefficient multiplicateur de 1,5 pour I'ensemble des légumineuses a

graines.

Peu de données sont actuellement disponibles sur les quantités d’azote contenues dans les parties
racinaires des légumineuses et de nombreuses questions persistent quant aux différences entre

espéces de légumineuses.

4.2.3. Proportion d’azote des résidus de culture minéralisé suite a leur incorporation dans le sol
L'azote apporté au sol par les résidus de culture est sous forme organique. Seule une partie de cet
azote est rendu disponible pour la culture suivante suite au processus de minéralisation. La
minéralisation correspond a la dégradation des résidus de culture par les microorganismes du sol. Une
part de I’azote issu de la minéralisation des résidus est assimilée par la flore microbienne (organisation)
afin de couvrir ses besoins azotés. Le reste de I'azote est laissé dans le sol (minéralisation) et contribue
a augmenter le pool d’azote minéral du sol.

En utilisant la méthode de litter bag, qui consiste a enfouir dans le sol des sachets en tissus contenant
des résidus de culture, Lupwayi et al. (2006) ont mesuré des proportions d’azote minéralisé par les
résidus aériens de pois comprises entre 23 et 30 % aprés 52 semaines. Les quantités d’azote
minéralisées correspondantes étaient comprises entre 4 et 18 kg N ha™? selon la quantité d’azote
initialement contenue dans les résidus de pois. Dans cette méme étude, 22 % de |'azote des résidus
aériens du blé était minéralisé, correspondant & 2 kg N ha? du fait de la faible quantité d’azote
initialement contenue dans les résidus de blé. Lupwayi and Soon (2009) ont mesuré des proportions
de minéralisation azotée légérement plus faibles pour le pois (entre 19 et 24 %). Pour le lupin
préalablement marqué au N, entre 9 et 34 % de 'azote des tiges était minéralisé 10 mois aprés avoir
été incorporées dans le sol et entre 19 et 49 % de I'azote des résidus de feuilles était minéralisé apres

cette méme période (Russell and Fillery, 1999). Dans une autre étude, 27 % de I'azote des résidus
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racinaires du lupin était minéralisé (Russell and Fillery, 1996). Certaines études ont par ailleurs mis en
évidence une plus grande proportion d’azote minéralisé par les feuilles par rapport aux tiges ou aux
résidus racinaires, avec des différences selon le diametre des racines (Abiven et al., 2005; Chaves et
al., 2004).

Le pourcentage de minéralisation azotée des résidus de culture semble donc varier selon les especes
mais aussi selon le type de résidu. Cependant trés peu de données de minéralisation azotée des résidus
de culture sont disponibles pour une diversité d’espéces légumineuses, notamment pour les résidus
racinaires. Une analyse plus fine de la qualité des résidus selon les espéces et le type d’organe
permettrait notamment une meilleure compréhension des différences de minéralisation azotée des

résidus.

4.2.4. La qualité biochimique des résidus module la proportion d’azote minéralisé

La proportion d’azote des résidus de culture minéralisés est fortement dépendante de leur
composition biochimique. L'apport d’azote par minéralisation des résidus de culture est affecté par le
rapport C/N, la teneur en azote, mais également par les proportions de lignine, de cellulose, et de
composés solubles qui correspondent a des fractions de la biomasse plus ou moins facilement
minéralisables (Fox et al., 1990; Justes et al., 2009; Trinsoutrot et al., 2000). Les résidus de culture avec
un faible rapport C/N se décomposent rapidement et induisent une minéralisation nette de I'azote
(Nicolardot et al., 2001). En effet, I'azote des résidus est suffisant pour combler les besoins azotés de
la flore microbienne du sol. Au contraire si le rapport C/N est élevé, I'azote contenu dans les résidus
n’est pas toujours suffisant pour répondre aux besoins azotés de la flore microbienne et Ila
décomposition est plus lente. Dans ce cas, une diminution de I'azote minéral du sol est alors observée,
suite au processus d’organisation nette de I'azote minéral du sol par la flore microbienne.

Le rapport C/N des organes végétatifs a tendance a augmenter avec I’adge de la plante. En fin de cycle,
I’azote dans les pailles est souvent sous la forme de pools d’azote structural, suite a la remobilisation
de I'azote des organes végétatifs vers les graines. Ainsi, les résidus avec des rapports C/N élevés
contiennent davantage de polyméres complexes (lignines, polyphénols) plus difficilement
décomposables (Lupwayi et al., 2006), et induisent souvent une organisation nette de |’'azote minéral
du sol durant les premiers mois apres leur I'incorporation (Jensen, 1994b). La phase d’organisation de
I’azote minéral du sol est par contre tres variable en durée et en intensité selon la qualité biochimique
des résidus de culture et la disponibilité en azote minéral du sol. Les résidus de légumineuses a graines
présentent souvent des rapports C/N inférieurs a ceux des céréales et limitent ainsi le processus

d’organisation (Jensen, 1996).
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4.2.5. Valorisation de I'azote par la culture suivante

Le reliquat azoté a la récolte des légumineuses ainsi que I'azote issu de la minéralisation des résidus
de légumineuses correspondent au bénéfice azoté maximal pour la culture suivante. En effet, dans de
nombreuses situations seule une partie de I'azote issu de minéralisation des résidus est valorisée par
la culture suivante. Plusieurs études, menées sur différents précédents légumineuses, ont mesuré des
taux de recouvrement de I'azote total des résidus dans les parties aériennes de la culture suivante
compris entre 7 et 26 % (Jensen, 1994a; Miller and Sundman, 1988; Norman et al., 1990; Russell and
Fillery, 1999). D’aprés ces mémes auteurs, en moyenne seul 50 a 70 % de l'azote issu de la
minéralisation des résidus de légumineuses est prélevé par la culture suivante.

La différence entre la quantité d’azote des résidus minéralisée et la quantité réellement prélevée par
la culture suivante, résulte souvent d’'un manque de synchronisation entre la période de minéralisation
des résidus et la demande en azote de la culture suivante. La synchronisation des deux processus est
en partie déterminée par les conditions climatiques et les caractéristiques du sol qui influencent
grandement sur la dynamique de minéralisation des résidus de culture. En effet, des températures et
des humidités élevées favorisent la minéralisation des résidus de culture (Abera et al., 2012). D’autre
part, le délai entre I'incorporation des résidus de légumineuses et le semis de la culture suivante peut
jouer sur la synchronisation des deux processus. En cas de longue période de sol nu et de fortes
précipitations, des pertes par lixiviation pendant la période automnale peuvent avoir lieu. Qutre les
pertes par lixiviation avant I'implantation de la culture suivante, certaines maladies racinaires ainsi
gu’une faible croissance de la culture suivante en début de cycle qui peut étre accentuée par des
conditions environnementales défavorables a la croissance, peuvent également limiter le prélevement
d’azote par la culture suivante. Par conséquent des pertes d’azote par lixiviations peuvent également
avoir lieu pendant le cycle de culture suivante.

Plusieurs études ont mis en avant des pertes azotées par lixiviation souvent plus élevées lors de
I'intégration d’un plus grand nombre de cultures de Iégumineuses dans les successions culturales

(Beaudoin et al., 2005; Plaza-Bonilla et al., 2015).

4.3. Solde azoté apparent apres les cultures de [égumineuses

Le solde azoté apparent renseigne sur la contribution des légumineuses a I’enrichissement du pool
azoté du sol par voie symbiotique. Il est calculé comme la différence entre les entrées d’azote, par la
guantité d’azote fixée au cours du cycle des légumineuses, et les sorties d’azote qui correspondent a
la quantité d’azote exportée par les graines a la récolte (Evans et al., 2001). Hormis les légumineuses
capables de fixer l'azote atmosphériques, les autres cultures non fertilisées engendrent

obligatoirement un solde azoté apparent négatif.
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Le solde azoté apparent varie grandement selon les conditions climatiques et les espéces de
légumineuse. Le tableau 1 synthétise le solde azoté apparent mesuré dans différents essais, sur
plusieurs espéces de légumineuses. Les valeurs varient entre -68 et +266 kg N ha™ avec une valeur
moyenne de 84 kg N ha™. Dans la majorité des cas, les [égumineuses contribuent a I’enrichissement du
pool azoté du sol. Les soldes azotés apparents négatifs sont mesurés lorsque la nutrition azotée des
|légumineuses repose faiblement sur la fixation symbiotique (faible % Ndfa), tandis qu’une grande part
de I'azote est exportée par les graines, comme indiqué par un grand indice de récolte azoté (NHI :
rapport entre I'azote contenu dans les graines et I’azote contenu dans les parties aériennes de la plante
a maturité). En d’autres termes, a quantité d’azote aérien égale, si le NHI est supérieur au % Ndfa, le
solde azoté apparent est négatif. La grande variabilité des valeurs de soldes azotés apparents reflete
la diversité des conditions pédoclimatiques qui influencent les entrées d’azote via la fixation
symbiotique et les sorties d’azote via la répartition de I'azote entre les grains et les résidus de culture.
Les quantités d’azote fixées sont notamment fortement dépendantes des quantités d’azote minéral
du sol ayant un effet inhibiteur sur la fixation symbiotique. Le NHI est quant a lui modulé par les
conditions environnementales qui influencent le processus d’accumulation d’azote par les graines.

A partir d’'une synthése d’essais expérimentaux conduits en Australie (Evans et al., 2001) ou en
Amérique du Nord (Walley et al., 2007), une relation positive entre le solde azoté apparent et la
proportion d’azote issue de la fixation symbiotique a été établie. Evans et al. 2001 ont montré des
soldes azotés apparents positifs lorsque que I'azote issu de la fixation symbiotique représentait au
moins 43 % de I'azote total de la plante a maturité (% Ndfa = 43 %). Cette valeur est légerement
inférieure a la valeur moyenne de 48 % reportée par Walley et al. (2007). Les différences de valeurs
estimées par les deux études découlent de différences de NHI, souvent plus faibles dans les essais

australiens.
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Tableau 1 Synthése des quantités d’azote des cultures, % Ndfa, NHI, quantités d’azote exportées par
les graines et solde azoté apparent (QNdfa-QN graines) mesurés a la récolte pour six espéces de
légumineuses étudiées dans différentes expérimentations. QN plante et QNdfa prennent en compte
|'azote des parties souterraines lorsque celles-ci sont intégrées.

NHI . . parties
Especes (Cll(l;l :I:gge) % Ndfa (QN graines / 3(: ﬁr:;r_lle)s &:ﬁal;ao”:\; graines souterraines Références
QN aérien) intégrées

Soja 602 81 0,68 245 +243 oui a
500 87 0,55 169 +266 oui a
272 (55-601) 52(0-98) 0,73 (0,38-0,97) 155 (41-353) -4(-279, +204) oui b
219 (44 - 485) 52 (0-98) 0,73 (0,38-0,97) 155 (41-353) -40(-279, +110) non b

Pois chiche 86 51 0,5 43 +1 non c
183 51 0,5 43 +94 oui c
74 54 0,42 31 +9 non d
113 54 0,42 31 +29 oui d
89(19-146) 22(0-50) 0,64 (0,51-0,77) 46(22-64) -4(-10, +20) non e
252 85 0,30 79 +135 oui f

Féverole 168 72 0,73 123 -2 non c
221 72 0,73 123 +36 oui c
119 74 0,51 61 +27 non d
178 74 0,51 61 +71 oui d
153 89 0,38 35 +101 oui a
136 (46 -300) 53 (40-75) 0,45(0,39-0,52) 43 (21-60)  +38 (+12, +82) non e
284 88 0,45 114 +136 oui f
145 37 0,85 123 -68 non g

Lupin 257 62 0,49 127 +32 oui h
597 89 0,51 305 +227 oui h
191 64 0,30 58 +64 non i
306 84 0,39 120 +138 non i
179 84 0,55 99 +51 non d
268 84 0,55 929 +126 oui d
148 35 0,78 111 -57 non g

Pois 302 84 0,26 78 +176 oui h
305 79 0,45 139 +102 oui h
173 89 0,77 133 +21 non d
260 89 0,77 133 +98 oui d
213 75 0,69 148 +12 non d
320 75 0,69 148 +92 oui d
104 56 0,55 57 +1 non d
155 56 0,55 57 +30 oui d
141 35 0,79 115 -60 non g

a : Rochester et al. (2001), b : Salvagiotti et al. (2008), c : Khan et al. (2003), d : Peoples et al. (2001), e :
Schwenke et al. (1998), f :Turpin et al. (2002), g : Williams et al. (2014), h : Espinoza et al. (2012), i : Evans et
al. (1987a)

32



Synthese bibliographique

Par ailleurs, I'intégration des parties souterraines (racines et rhizodéposition) dans le calcul des
guantités d’azote fixées influence positivement les valeurs de soldes azotés apparents (Tableau 1). En
effet, la prise en compte des parties souterraines engendre une augmentation des quantités d’azote
fixées, tandis que les quantités d’azote exportées par les graines sont inchangées. De nombreux
auteurs soulignent la nécessité de prendre en compte les parties souterraines dans le calcul du solde
azoté apparent afin de ne pas sous-estimer la contribution des légumineuses dans le pool azoté du sol
(Evans et al., 2001; Khan et al., 2003; Peoples et al., 2001; Rochester et al., 2001; Turpin et al., 2002;
Walley et al., 2007). Cependant la mesure de I'azote dans les parties souterraines est difficile. Le
recours a un certain nombre d’hypothéses est alors nécessaire lorsque les quantités d’azote dans les
racines ne sont pas directement mesurées. Dans un premier temps, la quantité d’azote totale est
calculée en multipliant la quantité d’azote mesurée dans les parties aériennes par un facteur
multiplicateur (voir section 4.2.2.). Le % Ndfa est par ailleurs supposé identique entre les parties
aériennes et souterraines. Ces hypothéses peuvent en contrepartie conduire a une surestimation du
solde azoté apparent. En effet, la proportion d’azote rhizodéposé qui est recyclée au cours du cycle
des cultures de légumineuses est encore inconnue. D’autre part, certaines mesures de biomasses
racinaires ont été effectuées au pic de la biomasse aérienne (souvent au stade de fin floraison). Or,
une partie de I'azote des racines est remobilisée par les parties aériennes lors du remplissage des

graines (Schiltz et al., 2005).

4.4. Facteurs exogenes au cycle de l'azote explicatifs de |'effet positif des

légumineuses sur les cultures suivantes

L'introduction de légumineuses peut moduler les quantités d’eau du sol disponibles pour la culture
suivante. De méme que pour l'azote, le systéme racinaire superficiel des légumineuses limite le
prélevement d’eau du sol en profondeur par rapport a des céréales. En moyenne sur des essais
conduits pendant dix ans, Larney and Lindwall (1995) ont mis en évidence une plus grande quantité
d’eau résiduelle aprés une culture de lentille en comparaison a une culture de blé ou de colza. De
méme, Miller et al. (2002) ont expliqué une part des meilleurs rendements du blé précédé par des
légumineuses par une plus grande disponibilité en eau apres des cultures de pois et de haricot par
rapport a des précédents blé, notamment pour les horizons profonds du sol. Les effets sur la culture
suivante sont d’autant plus importants en conditions limitantes en eau.

Outre I'augmentation de la disponibilité des ressources azotées et hydriques pour la culture suivante,
les [égumineuses peuvent avoir des effets indirects positifs tels que I'augmentation de I'efficience de
prélevement de ces ressources par la culture suivante. De plus faibles concentrations d’azote minéral

du sol ont été mesurées apres une céréale précédée par une légumineuse par rapport a une céréale
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précédée par une céréale (Jeuffroy et al., 2015). De méme, en conditions seches, Angus and Van
Herwaarden (2001) ont mesuré une meilleure efficience de prélevement de I'eau par un blé précédé
d’une « culture de rupture » en comparaison a un blé précédé d’un blé. Les causes de cette meilleure
efficience ne sont pas clairement connues mais peuvent étre associées aux effets bénéfiques des
successions culturales diversifiées sur la réduction d’infestation des bioagresseurs et sur les propriétés
chimiques, physiques et biologiques du sol (Bennett et al., 2012; Kirkegaard et al., 2008). En effet,
I"amélioration des rendements de céréale aprés des légumineuses est en partie associée a I'effet de
diversification des systemes de culture, non spécifique aux cultures de légumineuses. Les
|légumineuses peuvent avoir un réle de «culture de rupture» dans des rotations majoritairement a base
de céréales. Le terme de «culture de rupture» fait notamment référence a la rupture des cycles des
pathogénes d’une culture hote, via I'introduction d’une culture non hote (Kirkegaard et al., 2008).
Ainsi, la diversification des systémes céréaliers par I'introduction de légumineuses peut limiter le
développement de certaines maladies racinaires (Felton et al., 1998; Reckling et al., 2016) et aériennes
(Stevenson and Van Kessel, 1996) des céréales. Des successions répétitives d’'un méme type de culture
peuvent également favoriser le développement d’adventices nuisibles. Au contraire I'introduction
d’especes de diversification dont la phénologie est défavorable au développement des adventices peut

constituer un levier de gestion de la flore adventice.

4.5. Grande variabilité de 'effet précédent des l[égumineuses

L'effet des précédents légumineuses sur les céréales qui suivent sont extrémement variables. La méta-
analyse réalisée par Preissel et al. (2015) a mis en évidence des écarts de rendement de céréales entre
des précédents légumineuses et céréales, compris entre +0,45 et +2,76 t ha™. Dans cette étude les
especes de légumineuses utilisées comme précédents culturaux n’ont pas été différenciées. D’autres
études ont pu mettre en évidence des différences de rendement moyen des céréales suivantes selon
plusieurs précédents de légumineuses. Cernay et al. (2017) ont ainsi calculé des augmentations
moyennes des rendements de céréales compris entre +21 % (Pois chiche) et + 40 % (Lupin a feuilles
étroites) par rapport a un précédent céréale.

Cependant, pour une méme espece de légumineuse utilisée comme précédent -cultural,
I"augmentation du rendement de blé par rapport a un précédent céréale peut aussi fortement varier
selon les conditions pédoclimatiques (Cernay et al., 2017; Espinoza et al., 2012; Williams et al., 2014).
En effet, celles-ci peuvent moduler la biomasse totale accumulée, I'état de nutrition azotée de la
culture ainsi que la répartition de I'azote entre les graines et les pailles des Iégumineuses. Les quantités
d’azote laissées au sol par les résidus de culture sont par conséquent impactées. D’autre part, les
conditions climatiques ont une conséquence directe sur les potentiels de rendement des cultures

suivantes. En conditions de faibles potentiels de rendement, les précédents légumineuses peuvent
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engendrer des performances de la culture suivante trés similaires a celle d’'un précédent céréale
(Kirkegaard et al., 2008). En conditions séches, I'apport supplémentaire d’azote par les résidus de
|légumineuses par rapport aux résidus de céréales n’est pas forcément valorisé par la culture suivante
(Abera et al., 2012).

Par ailleurs, I'effet précédent des légumineuses est extrémement variable selon le niveau de
fertilisation appliquée sur la culture suivante. La fertilisation azotée engendre une diminution de gain
de rendement des céréales précédées par des légumineuses en comparaison a des précédents céréales
(Jensen et al., 2004; Preissel et al., 2015). Des relations quantitatives entre le gain de rendement de
céréales selon un précédent légumineuse par rapport a un précédent céréale et le niveau de
fertilisation azotée de la céréale suivante ont pu étre établies (Cernay et al., 2017). Ces relations ont
montré que lorsque la fertilisation azotée des cultures suivantes de céréales dépassait 150 kg N ha™*

I'effet des légumineuses en tant que précédent devenait négligeable.

En résumé, les conditions pédoclimatiques et les niveaux de fertilisation azotée apportés sur la culture
suivante sont tres contrastés dans les différents essais, et engendrent une trées forte variabilité de
I'effet précédent des légumineuses. La comparaison de |'effet précédent d’une diversité d’espéce de
|légumineuses entre essais est par conséquent complexe. L'étude d’un grand nombre d’espéeces de
légumineuses pour leur effet précédent dans un méme lieu permet de s’affranchir de I'effet des
conditions pédoclimatiques et ainsi de mieux identifier les facteurs azotés propres aux précédents
culturaux a l'origine des différences d’effet précédent. En effet, les reliquats azotés a la récolte des
légumineuses pourraient fortement varier selon la capacité des légumineuses a prélever |'azote
minéral durant leur cycle. De méme, les quantités d’azote issues de la minéralisation des résidus sont
fortement influencées par la quantité d’azote laissée par les résidus de légumineuses ainsi que par
leurs propriétés biochimiques. Cependant, la trés grande majorité des expérimentations porte sur un
nombre restreint de précédents légumineuses cultivées en un méme lieu (Armstrong et al., 1997;
Espinoza et al., 2012; Jensen et al., 2004; Miller and Holmes, 2005; Strydhorst et al., 2008; Williams et

al., 2014) et rend la comparaison entre espéces difficile.

5. Caractérisation d’une diversité d’espece par leurs traits

Une caractérisation taxonomique des espéces est souvent limitée puisqu’elle ne fournit que tres peu
d’information sur leur fonctionnement. D’autre part, les processus engendrés par les espéces
constitutives des écosystémes agricoles sont tres dépendants des conditions pédoclimatiques et des
pratiques agricoles. Une approche par les traits est alors intéressante puisqu’elle consiste a
caractériser les especes par des « traits » relatifs a leur fonctionnement et a leur interaction avec leur

environnement (Garnier and Navas, 2012; Violle et al., 2009). Suite a la définition de Violle et al. (2007)
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il est communément admis qu’un trait est défini comme « une caractéristique morphologique,
physiologique ou phénologique mesurable a I'échelle de I'individu, de la cellule a I'organisme entier,
sans référence a lI'environnement ou tout autre niveau d’organisation ». Les espéeces peuvent donc
étre caractérisées par une combinaison d’attributs de traits (valeurs prises pour chaque trait mesuré
dans un environnement et a un temps donné), utilisés comme des prédicteurs du fonctionnement des
especes. Sur la base de combinaison d’attributs de traits similaires (syndrome de traits), les espéces
peuvent étre classées par groupe fonctionnel selon leur réponse commune a I’environnement et/ou
leur effet commun sur les processus de I'écosysteme (et donc leur aptitude a fournir un ou plusieurs
services écosystémiques) (Lavorel and Garnier, 2002). L'approche par les traits permettant le
regroupement des especes par groupe fonctionnel est depuis longtemps utilisée en écologie
comparative (de Bello et al., 2010; Lavorel et al., 2011). Récemment cette approche est de plus en plus
mobilisée en agronomie afin de comparer un grand nombre d’espéces et notamment pour les
caractériser selon leur aptitude a affecter des fonctions sur lesquelles reposent un certain nombre de
services écosystémiques. Jusqu’a présent la majorité des études mobilisant I'approche par les traits en
agronomie ont porté sur les prairies (Al Haj Khaled et al., 2006; Cruz et al., 2002; Pontes et al., 2007)
et sur des plantes de service cultivées en interculture (Tribouillois et al., 2015b) ou en plante compagne
(Damour et al., 2015; Lorin, 2015; Tardy et al., 2017; Tardy et al., 2015). Cette approche n’a cependant
jamais été utilisée pour caractériser et comparer une diversité d’especes utilisées comme culture de
rente, telles que les légumineuses a graines pourtant susceptibles de délivrer des services

écosystémiques.
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1. Objectifs et questions de recherche

Face a la nécessité de reconcevoir des systémes de culture plus respectueux de I'environnement en
limitant le recours aux intrants de synthese, les légumineuses a graines ont un réle majeur a jouer
grace a leur capacité a fournir un certain nombre de services écosystémiques, notamment associés a
|'azote. Plusieurs études antérieures ont mis en avant leurs intéréts dans le cycle de I'azote. Leur
culture réduit le recours aux fertilisants azotés pendant et apres leur culture par leur capacité a fixer
I’azote atmosphérique et par la minéralisation de leurs résidus de culture riches en azote, source
d’azote aux cultures suivantes. Cependant, la fixation symbiotique et l'effet précédent des
légumineuses sont des processus extrémement variables d’une situation a une autre. De plus, trés peu
d’études ont caractérisé une diversité d’espece de légumineuses a graines, notamment dans les
conditions pédoclimatiques européennes pour lesquelles les recherches ont été largement focalisées
sur le pois. Chercher a diversifier les systéemes de cultures nécessite une meilleure compréhension des
déterminants des flux azotés, et de leur variabilité selon les especes de légumineuses et les conditions
climatiques, afin d’assurer une gestion optimale de I'azote au sein des systémes de culture intégrant
des légumineuses. Dans le cadre de cette thése nos objectifs consistent a :

e i) quantifier les flux d’azote induits par dix espéce de légumineuses a graines lors d’une succession
culturale de deux ans (légumineuses — blé), a I'origine de services écosystémiques ou d’'impacts
négatifs (Figure. 4).

o i) identifier les caractéristiques des plantes (traits) explicatives des différences entre espéces en
termes de flux azotés engendrés.

e iii) établir le profil fonctionnel des dix especes de légumineuses a graines.

e iv) aider a la valorisation des services écosystémiques relatifs a I'azote fournis par les [égumineuses
en identifiant I'effet des conditions climatiques et les leviers agronomiques modulant leur

valorisation.
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Figure 4 : Représentation des différents flux azotés étudiés lors de la succession culturale Ilégumineuse
- blé.
Durant le cycle des légumineuses, la nutrition des légumineuses repose a la fois sur le prélevement
d’azote minéral du sol par les racines et sur la fixation symbiotique, lorsque I'azote minéral du sol n’est
plus suffisant pour répondre aux besoins azotés des légumineuses (Figure 5). Le prélevement d’azote
par les parties souterraines (racines et nodosités) assure les besoins azotés des parties aériennes. En
contrepartie, la fourniture de carbone issu de la photosynthese par les parties aériennes assure la mise
en place et le fonctionnement des parties souterraines (Figure 5). En condition de faible disponibilité
ou en l'absence d’azote minéral dans le milieu, la mise en place des nodosités peut se faire au
détriment de la croissance des parties aériennes, en cas de désynchronisation entre I'offre d’azote par
la fixation symbiotique et les besoins en azote pour la croissance aérienne de la plante. Une carence
azotée temporaire en début de cycle, associée a la mise en place de la fixation symbiotique, peut avoir
des répercussions sur la croissance aérienne plus tard dans le cycle. Cet effet a plusieurs fois été

observé pour Médicago (Moreau et al., 2008) et le pois (Voisin et al., 2003).
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Figure 5 : Fonctionnement de la nutrition azotée des légumineuses.
Ainsi la premiére question de thése est la suivante :

QUESTION 1: La fixation symbiotique permet-elle de répondre aux besoins azotés de toutes les
espéces de légumineuses en comparaison a une nutrition azotée reposant sur le

prélevement d’azote minéral ?

Hypothése 1 : En condition au champ, la fixation symbiotique permet de subvenir aux besoins azotés
des différentes especes de légumineuses, grace a la présence d’un reliquat d’azote
minéral au moment du semis des légumineuses assurant la mise en place de la fixation

symbiotique sans carence azotée en début de cycle.
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Un grand nombre d’études ont mis en évidence la diminution de la fixation symbiotique en présence
d’azote minéral dans le sol. Cependant la réponse de la fixation symbiotique a la présence d’azote
minéral peut varier entre les especes de légumineuses selon deux facteurs majeurs que sont (i) les
besoins en azote de la plante qui déterminent la taille du « puits » en azote et ii) I'efficience de
prélevement de I'azote minéral disponible dans le sol, qui module la taille du pool d’azote minéral
directement disponible pour la plante (en tant que source d’azote), et par conséquent la quantité
d’azote restant a fixer pour satisfaire les besoins en azote de la plante. Ainsi la deuxiéme question de

thése est la suivante :

QUESTION 2 : Existe-t-il des différences de réponse de la fixation symbiotique a la disponibilité en
azote minéral dans le sol, pour une diversité d’espéeces de légumineuses et quels en

sont les facteurs explicatifs ?

Hypothése 2 : La croissance de la plante varie entre les especes de légumineuses et engendre des

besoins azotés différents selon les especes.

Hypothése 3 : Des différences en termes d’architecture racinaire entre les espéeces de légumineuses
peuvent étre a l'origine de différence d’efficience de prélevement de |'azote minéral

du sol.

Une fois les graines des légumineuses récoltées, I'azote minéral laissé au sol a la récolte des
légumineuses ou issu de la minéralisation des résidus de légumineuses enfouis dans le sol rend
potentiellement disponible de I'azote minéral pour la culture suivante. Cet azote peut soit étre valorisé
par la culture suivante, soit étre perdu par lixiviation en cas de désynchronisation entre la disponibilité
en azote minéral et la demande en azote de la culture suivante (Figure 6). Différentes questions de

recherche relatives a I'effet précédent azoté des légumineuses peuvent étre formulées :
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Figure 6 : Processus azotés a l'origine de I'effet précédent azoté des légumineuses sur la culture
suivante. Dans le cadre de cette thése la rhizodéposition n’a pas été mesurée.

QUESTION 3 : Les différentes espéces de légumineuses engendrent-elles les mémes effets positifs

sur le du blé suivant?

Hypothése 4 : Les différences de minéralisation des résidus aériens et racinaires de légumineuses
selon leurs caractéristiques biochimiques ainsi les différences de reliquats azotés a la
récolte des légumineuses selon la capacité de prélevement de I'azote minérale des

légumineuses modulent les quantités d’azote dans le blé suivant.

QUESTION 4 : Est-ce que I’ensemble de I’azote fourni par les précédents légumineuses est valorisé
par le blé suivant?

Hypothése 5 : Une part de I'azote minéral du sol est perdue par lixiviation pendant I'interculture. La
quantité d’azote lixiviée varie selon les especes de légumineuses en fonction de la
guantité d’azote minéral laissée dans le sol aprés leur récolte et selon leur date de

récolte, qui définit la durée de I'interculture.
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La caractérisation des espéces selon la valeur de leurs traits préalablement identifiés comme
déterminants dans I'obtention des flux d’azote, permettrait de dresser un profil fonctionnel des
especes (caractérisation des especes selon les fonctions qu’elles induisent) et d’identifier les synergies

ou antagonismes entre les flux azotés et les services écosystémiques fournis.

QUESTION 5 : Peut-on identifier différents profils fonctionnels associés aux flux d’azote entre les

espéces de légumineuses a graines?

Hypothése 6 : Les espéces de [égumineuses sont caractérisées par différentes combinaisons de valeurs

de traits, a l'origine de différents profils fonctionnels entre les especes.

Hypothése 7 : L’établissement du profil fonctionnel de chaque espéce de Iégumineuse peut apporter
une aide pour le choix des espéces selon les services écosystémiques recherchés dans

un environnement donné.

2. Démarche expérimentale adoptée

2.1 Choix des especes de légumineuses

Dans le cadre de cette étude, dix espéces de légumineuses a graines ont été sélectionnées. Dans un
premier temps, le choix des espéces s’est fait de maniere a intégrer les espéces les plus cultivées en
France. Ainsi, le pois, la féverole et le soja qui représentent les plus grandes surfaces en France ont
été choisis (Tableau 2). Quatre autres espéces de légumineuses a graines également cultivées en
France mais avec des surfaces bien plus faibles et souvent destinées a des marchés de niche, ont aussi
été sélectionnées : lentille, lupin, pois chiche, et haricot sec (Tableau 2). Afin de compléter le panel
d’especes, la vesce commune, la vesce de Narbonne, et le fenugrec ont été retenus. Ces trois
dernieres espéces sont essentiellement utilisées en France comme plantes de couvert ou comme
cultures fourrageres pour les ruminants mais peuvent aussi étre cultivées pour leurs graines a
destination de l’alimentation animale ou humaine (utilisation des graines de fenugrec pour la
fabrication d’épices).

Ces dix especes présentaient des caractéristiques morphologiques aériennes et racinaires a priori
contrastées. A partir des connaissances d’experts ou de syntheses bibliographiques basées sur une ou
plusieurs de ces espéces, une classification qualitative sur différents critéres a pu étre établie (Tableau
2). Pour des raisons techniques une seule variété par espéce a été retenue en faisant I’hypothese que
la variabilité interspécifique est plus grande que la variabilité intraspécifique. Parmi les variétés
disponibles dans le catalogue du GEVES (2017), parfois en trés faible nombre pour certaines espéces,
la variété la plus cultivée en France et/ou adaptée aux conditions climatiques de Bourgogne a été

sélectionnée (Tableau 2).
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Tableau 2 Production, surface cultivée et caractéristiques des especes de |égumineuses a graines sélectionnées dans le cadre de la thése.

Surface en France (ha)

Production frangaise (t)

Rendement moyen en
2014 en France (q ha)
Surface en Bourgogne (ha)

Production
bourguignonne (t)
Type de germination

Port aérien

Fixation symbiotique
(% Ndfa) ¥
Diamétres pivots

Température de base (°C)

Période de semis en
Bourgogne

Production de biomasse
Nombre de variétés du
catalogue GEVES ©®
Variété choisie

Poids de 1000 graines
Variétés parmi les plus
vendue en France

Variété adaptée au climat
bourguignon

Pois

216 000 V)
771000

372

19 000 W
69 0001

hypogée
buissonnant

+

+
1,16

octobre/
mars

+

24 (hiver)
40 (ptps)
Kayanne
(ptps)
214

oui

Féverole

77 000 W

199 000
(1)

37

3000
6500 ¥

hypogée
érigé

++

o®©

octobre/
mars

++

8 (hiver)
14 (ptps)
Espresso
(ptps)
360

oui

Soja
141 000 W
415 000 M

30 @

32000 W
96 000 ¥

épigée
érigé

+

5,8 (7)
mai

+

57

Sultana
(000)
181

oui

oui

Lupin

5000 ™
13 000 @

29 (2)

100 @
300

épigée
érigé

++

++
3@

octobre/
mars

+

3 (hiver)
4 (ptps)
Feodora
(ptps)
239

oui

oui

Lentille

18 000 @
24000 2

14

1500 @

hypogée
buissonnant

+

0,2 ()

mars

Anicia

26
oui

oui

Haricot
commun

4000 2
14 000 @

25 (2)

épigée
érigé

8,510
mai

218
Flavert

161
oui

Pois chiche

9000 ©®

750 @

hypogée
érigé

+

+

oM

mars/avril

Twist
/Vulcano
319/263

oui

Fenugrec

épigée

érigé

4,20

mars/mai

Hanka /
Fenu-fix
11/16

Vesce

commune

hypogée

rampant

4,1

mars

14
Candy

66

oui

Vesce de

Narbonne

hypogée

érigé

mai

Clara

220

oui

) FranceAgrimer (2018); @ Agreste (2017) ; ® Terres Univia (2018) ; ¥ Herridge et al. (2008) ; ® GEVES (2017) ; ©® Tribouillois et al. (2016) ; 7 Cober et al. (2001); ® Duthion
et al. (1994); ® Covell et al. (1986); *© Machado Neto et al. (2006)

ptps : printemps
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2.2 Expérimentations mises en place

Afin de faciliter la compréhension de la démarche expérimentale mobilisée dans le cadre de cette
these pour répondre aux différentes questions de recherche, une description générale des
expérimentations est proposée dans la partie suivante. Les expérimentations mises en place seront

plus largement détaillées dans les différents chapitres de la these.

Pour répondre aux deux premieres questions portant sur la fixation symbiotique des légumineuses,
une expérimentation au champ a été mise en place en 2014 au domaine expérimental de I'INRA de
Dijon situé a Breteniére (21). Les dix espéces de légumineuses étudiées ont été semées en mars ol en
mai selon la physiologie de chaque espéce, et toutes les especes ont été inoculées avec une souche de
Rhizobium spécifique afin d’assurer la fixation symbiotique (Annexe 2). Deux céréales (orge et sorgho)
ont également été semées comme plante de référence. Au semis, quatre niveaux de fertilisation
azotée ont été appliqués sur 'ensemble des espéces (0, 50, 150 et 300 kg N ha?) afin de faire varier la
disponibilité en azote minéral du sol au moment du semis des légumineuses et céréales. Afin de
mesurer la fixation symbiotique, un marquage de I'azote minéral du sol au N a été effectué au semis.
Plusieurs prélévements au cours du cycle des cultures ont été réalisés pour mesurer la biomasse et la
teneur en azote des parties aériennes et calculer le pourcentage d’azote issu de la fixation symbiotique

a maturité. Cette expérimentation est résumée dans la figure 7.

Essai au champ 2014 : réponse de la croissance aérienne et de la fixation symbiotique a I’azote
minéral du sol

LEGUMINEUSES ET CEREALES : 4 niveaux de fertilisation azotée

Semis mars (espéces de printemps) : féverole, lentille, lupin, pois,
vesce commune + orge

Semis mai (espeéces d’été) : fenugrec, haricot, pois chiche, soja,
vesce de Narbonne + sorgho

Prélevements aériens au cours  Prélévements aériens a maturité Semis mai
du temps (biomasse, teneur N, N issu de la
(biomasse et teneur N) fixation symbiotique ou du sol)
| |

r
Fertilisation au
semis avec 0,

50, 150 ou 300
kg N ha Es

Figure 7 : Expérimentation mise en places au champ en 2014 afin de quantifier la fixation symbiotique
selon plusieurs niveaux de disponibilité en azote minéral du sol, et identifier les facteurs explicatifs des
différences de réponse de la fixation symbiotique a la présence d‘azote minéral dans le sol.
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Afin de suivre finement la capacité d’expansion racinaire et d’étudier sa réponse a la présence d’azote
minéral, une expérimentation en serre a été mise en place en 2016, dans laquelle les dix espéces de
légumineuses ont été cultivées en rhizotrons, avec deux niveaux de fertilisation azotée. Cette

expérimentation est résumée dans la figure 8.

Essai en rhizotrons 2016 en serre : réponse de la croissance
racinaire a I'azote minéral

LEGUMINEUSES : 2 niveaux de fertilisation azotée

* 10 espeéces : fenugrec, féverole, haricot, lentille, lupin, pois, pois chiche, soja, vesce commune,
vesce de Narbonne

* Fertilisation azotée : 0 et 14 mmol N L

Prise d’image du systeme racinaire au cours du

temps (expansion racinaire en largeur et Prélevement destructif a la fin de

profondeur) la phase végétative (répartition de
la biomasse entre les organes)

Figure 8 : Expérimentation mise en place en serre en rhizotrons en 2016 afin d’étudier la capacité
d’expansion racinaire et sa réponse a I'azote minéral pour les 10 espéces de légumineuses.

Afin de quantifier I'effet précédent azoté des légumineuses et répondre aux troisieme et quatrieme
qguestions de recherche, deux expérimentations de deux ans au champ ont été mises en place au
domaine expérimental de I'INRA de Dijon. La premiere année (2014 et 2016) dix espéces de
légumineuses ont été cultivée en absence de fertilisation azotée. L'orge et le sorgho ont également
été cultivés en paralléle avec une fertilisation azotée raisonnée. A maturité, les graines ont été
récoltées sauf lorsque les conditions climatiques n’ont pas permis la production de graines. Les résidus
aériens ont par la suite été enfouis dans le sol et un blé a été semé a I'automne puis récolté en juillet
de I'année suivante (2015 et 2017). En 2015 et 2017, une modalité sans fertilisation azotée a été
appliquée sur le blé tandis qu’en 2017 une modalité supplémentaire avec une faible quantité de
fertilisation azotée a aussi été étudiée. En paralléle, certains flux azotés difficilement quantifiables au
champ ont été estimés a partir de simulations réalisées a I'aide du modele STICS entre la récolte des
légumineuses et la récolte du blé I'année suivante. Ainsi, les quantités d’azote issues de la
minéralisation des résidus et les quantités d’azote perdues par lixiviation ont été estimées. La figure 9
résume la démarche expérimentale mise en place pour quantifier 'effet précédent azoté des

|légumineuses.
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Figure 9 : Quantification de l'effet précédent azoté des 10 légumineuses au cours de deux

expérimentations de deux ans au champ.
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Une meilleure estimation des quantités d’azote issues de la minéralisation des résidus aériens et
racinaires pour répondre a la troisieme question de recherche a impliqué une caractérisation des
résidus selon leurs biomasses et leurs propriétés biochimiques. Les résidus ont par la suite été incubés
en conditions contrélées afin de suivre la dynamique de minéralisation de I'azote (Figure 10). Les
résidus aériens ont été prélévés a maturité en 2014 a partir de I'expérimentation au champ mis en
place pour quantifier I'effet précédent des légumineuses (Figure 9). Dans I'objectif d’avoir une
meilleure estimation de la biomasse racinaire, les résidus racinaires ont été prélevés suite a une
expérimentation conduite en 2016 en pots cultivés en extérieur, permettant de récupérer I'ensemble

du systéme racinaire dans des conditions climatiques proches de celles du champ.

Incubations des pailles et des racines

Pailles issues de 'expérimentation au champ en 2014
10 légumineuses (ON) 2 céréales (+N)

oy

Prélévement des

,1;' pailles a maturité INCUBATIONS en
conditions contrdlées
_— des pailles du champ

de 2014
Biomasse et Dynamique de
caractérisation minéralisation N
biochimiques des paille des pailles
Racines issues de expérimentation en pots extérieurs en 2016
Prélevement des
racines & maturité INCUBATIONS en

conditions contrdlées

des racines de pots
extérieursen 2016

Biomasse et Dynamique de
7 caractérisation minéralisation N
S o ) '
biochimiques des racines des racines

Semis mars : fenugrec, féverole,
lentille, lupin, pois, vesce commune

Semis mai :, haricot, pois chiche,
soja, vesce de Narbonne

Figure 10: Caractérisation et incubation des résidus aériens et racinaires des 10 especes de
Iégumineuses afin de quantifier 'azote issu de la minéralisation des résidus.
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3. Organisation du manuscrit

Le manuscrit est structuré en quatre chapitres rédigés sous forme d’article scientifique en anglais pour

les 3 premiers chapitres et en francais pour le dernier (Figure 11) :

- Un premier axe de la thése porte sur la fixation symbiotique. Il est constitué d’un chapitre qui cherche
a étudier I'effet de la disponibilité en azote minéral sur la croissance et la fixation symbiotique des
[égumineuses et a identifier les facteurs explicatifs des différences de réponse entre les espéces. Ce
premier axe cherche a répondre spécifiquement aux deux premieres questions de recherche.

- Un deuxiéme axe porte sur I'effet précédent des différentes légumineuses. Dans cet axe un chapitre

porte un intérét particulier sur la minéralisation de I'azote des résidus, tandis que le deuxiéme
chapitre porte sur I'effet des légumineuses sur le blé suivant et sur la quantification des flux d’azote
induits entre la récolte des légumineuses et la récolte du blé suivant. Le deuxiéme axe répond aux
guestions de recherche trois et quatre.

- Un dernier et troisieme axe de la thése cherche a synthétiser les informations des deux premiers axes
afin d’établir la multifonctionnalité des dix espéeces de légumineuses en terme de flux azotés

étudiés. Ce troisieme axe traite donc de la cinquieme question de recherche.
4 \\ 4 \\
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\characteristics » )

/ N
Chapitre 3 : « Nitrogen benefits
of ten legume pre-crops on wheat
assessed by field measurements
and modeling »

growth and N2 fixation of ten
legu crops: toward a better
understanding of the
differential response among
species »

o o
o

//
\\
\\
,/
\\

4
: [ Axe 3 : Multifonctionnalité J
1
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Figure 11 : Organisation du manuscrit de these.
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Chapitre 1: Comparative effect of inorganic N on
plant growth and N, fixation of ten legume crops:
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Abstract
Aims: A better understanding of how plant growth, N nutrition and symbiotic nitrogen fixation (SNF)
are influenced by soil inorganic N availability, for a wide range of legume species, is crucial to optimise

legume productivity, N, fixation, while limiting environmental risks such as N leaching.

Methods: A comparative analysis was performed for ten legume crops, grown in a field experiment
and supplied with four N fertiliser rates. Dry matter, N concentration and SNF were measured. In

parallel, root elongation rates were studied in a greenhouse experiment.

Results: For most species, N fertilisation had little effect on plant growth and N accumulation. SNF
was reduced by soil inorganic N available at sowing but with large differences in the magnitude of the
response among species. The response varied according to plant N requirements for growth and plant
ability to retrieve inorganic N. Accordingly, root lateral expansion rate measured in RhizoTubes was

highly correlated with plant ability to retrieve inorganic N measured in the field experiment.

Conclusion: Combining SNF response to soil inorganic N, shoot N and plant ability to retrieve inorganic
N, allowed a robust evaluation of differential response to soil inorganic N among a wide range of

legume species.

Keywords
Grain legumes, Plant growth, Nitrogen nutrition, Symbiotic N, fixation, Nitrogen Use Efficiency, Root

soil exploration
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Abbreviations
% Nc Critical shoot N concentration
% Ndfa Proportion of N derived from symbiotic fixation

% Ndf(soil + fertiliser) Proportion of N derived from soil and fertiliser

DM Dry matter

Dpr Depth penetration rate

isoNUEf+s Curves of iso-inorganic N uptake efficiency from soil and fertiliser

Ler Lateral expansion rate

N50 Amount of inorganic N available at sowing for which % Ndfa was reduced to
50%

Ndf(soil + fertiliser) Amount of inorganic N from the soil and fertiliser retrieved by legumes over

the growth cycle

NUEf N uptake efficiency of the fertiliser
NUEf+s N uptake efficiency of soil and fertiliser
SNF Symbiotic nitrogen fixation

1. Introduction

A large diversity of legume crops exists and could contribute to improve agriculture sustainability in
various pedoclimatic conditions. In the context of agroecological transition, the reintroduction of
legume crops in cropping systems should therefore play a key role by allowing a reduction of nitrogen
inputs (Magrini et al., 2016). Indeed, legumes have the unique ability to establish a symbiosis with
Rhizobium bacteria and biologically fix atmospheric dinitrogen (N2). Therefore, N nutrition of legumes
can rely on both symbiotic nitrogen fixation (SNF) and on soil inorganic N uptake by their root system.
Despite a complementarity between these two N sources, legumes can show N deficiency and reduced
growth, especially when plant N nutrition mostly relies on SNF (Moreau et al., 2008; Voisin and Gastal,
2015). Several studies suggest a higher carbon cost of SNF compared to inorganic N uptake (Jensen,
1997b; Pate et al.,, 1979), likely due to the establishment of the nodules on the root system.
Furthermore, as a biological process, SNF is highly sensitive to environmental conditions such as water
stress, salt stress, phosphorus deficiency, low pH and high temperatures (Bordeleau and Prévost, 1994;
Chaudhary et al., 2008; Rao et al., 2002; Salon et al., 2011; Streeter, 2003). At the end of the growth
cycle, SNF also decreases, due to the competition for carbon compounds with the reproductive organs
(Jeuffroy and Warembourg, 1991; Voisin et al., 2003b; Voisin et al., 2002b) and therefore may not be
able to meet the high plant N requirements, in comparison with inorganic N uptake. Hence, plant
growth and N nutrition can differ according to N sources (i.e. SNF or inorganic N uptake) and might not

be optimum when legumes are grown on soil with very low inorganic N.
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The proportion of N derived from symbiotic fixation (% Ndfa) is known to be reduced by inorganic N in
the soil (Liu et al., 2011b; Salvagiotti et al., 2008; Voisin et al., 2002b). Due to the additional carbon
cost of SNF, legumes first rely on seed N resources and soil inorganic N to meet plant N requirements
for growth. In the field, gradual depletion of soil inorganic N by plant uptake causes a N deficiency
sensed by the plant, which activates nodulation and then SNF (Voisin et al., 2010). As a consequence,
a high amount of soil inorganic N causes delayed establishment of SNF and lower % Ndfa (Voisin et al.,
2002b). A quantitative relationships between % Ndfa and the availability of soil inorganic N has been
established for only a few legume species: i.e. pea (Voisin et al., 2002b), faba bean and chickpea
(Schwenke et al., 1998). Moreover, some studies showed that the effect of soil inorganic N on SNF can
differ among legume species. Yet, studies mainly compared two or three legumes species in the same
field experiment (George and Singleton, 1992; Schwenke et al., 1998; Turpin et al., 2002). Thus, the
comparison among a wider range of legume species is made relatively difficult due to different
experimental conditions and geographic localisation of the existing studies (Cernay et al., 2016).

Herridge et al. (2008) combined data on SNF for a large diversity of legume species, as measured on a
large number of field experiments performed in various pedoclimatic conditions. They showed that for
each species, observed % Ndfa ranged from 0 to 97%. Interestingly, mean observed % Ndfa greatly
varied with species. Thus, in average, lupin and faba bean mainly relied on SNF (mean % Ndfa = 75%)
while common bean poorly relied on SNF (mean % Ndfa = 40%), but no explanations were given to
understand the differences among species. A better understanding of the comparative effect of SNF
sensitivity to soil inorganic N for a wide range of legume species is thus needed. For a given species,
growth defines N demand and therefore N uptake and N; fixation, when soil N uptake is not sufficient
to meet legume N requirements. Indeed, the amount of N, fixed was often shown to be positively
correlated to plant growth (Herridge et al., 2008; Naudin et al., 2010), explaining a large part of intra
specific variation of SNF when species are sown in various pedoclimatic conditions affecting plant
growth. On the other hand, for a given species, SNF “apparent” inhibition by total soil inorganic N
depends on the actual amount of soil inorganic N accessed by its root system. Thus, a greater inorganic
N uptake ability shall reduce the amount of N derived from fixation needed to meet plant N
requirements. In similar soil conditions, the ability to retrieve inorganic N was shown to differ among
legume species (e.g. common bean and soybean (George and Singleton, 1992); chickpea and faba bean
(Turpin et al., 2002)). This differential ability may arise from differential soil colonisation by roots
among species, as determined by root growth and architecture (Garnett et al., 2009). Hence, it was
shown that a rapid and effective root occupancy of the soil volume by legume and cereal roots allows
a better N uptake (Dayoub et al., 2017). This will contribute to a better soil N use efficiency, due to
reduced N losses by leaching (Dunbabin et al., 2003; Ju et al., 2015; Mi et al., 2010). Knowledge on
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legumes ability to retrieve inorganic N is all the more important in agronomic situations with high soil
inorganic N, subject to higher risks of leaching.

However, due to the difficulty to make detailed and systematic samplings and analyses of root systems
grown in soil (Zhu et al., 2011), legume root trait comparisons have only been made for two or three
species in field experiments (Benjamin and Nielsen, 2006; Liu et al., 2011a) or the studies focused on
few simple root traits in greenhouse experiments (Dayoub et al., 2017). Moreover, to our knowledge
the ability to retrieve soil inorganic N according to root traits, have never been related to SNF inhibition
by soil inorganic N.

Against this background, the overall objective of this study was to improve our understanding of how
plant growth, N accumulation and SNF in different legume species are influenced by soil inorganic N
availability. A comparative analysis was carried on ten legume crops, grown in a field experiment and
supplied with four N fertiliser rates. To test the hypothesis that SNF inhibition by inorganic N would
differ according to the ability of legume species to retrieve inorganic N, and its link with root
architecture, a specific greenhouse experiment was carried out. As such, root traits of the ten legume
species were compared on plants grown in rhizotrons either with a high N fertiliser rate or without

inorganic N.

2. Materials and Methods
2.1. Field experiment

2.1.1. Site

Afield experiment was carried out in 2014 at the INRA experimental site of Breteniere (Eastern France;
47.241 N, 5.115 E, altitude = 206 m). The soil is classified as Cambisol (Eutric) (WRB, 2006) with a clayey
surface layer (depth =0.65 + 0.15 m) developed on an alluvial coarse layer. Soil characteristics are: clay
=425 g kg, silt =515 g kg?, sand = 60 g kg2, organic C=19.3 g kg%, organic N =1.69 g kg, pH =7.3,
CaCOs3 < 1 gkg In 2013, the whole field was cultivated with barley (Hordeum vulgare).

2.1.2. Treatments and experimental design

The following ten legume crops were included in the experiment: faba bean, fenugreek, chickpea,
common bean, common vetch, lentil, lupin, pea, soybean and Narbonne vetch (see Table 1 for Latin
names and cultivars). They were sown either on March 18™ 2014 or on May 5% 2014, depending on
the physiology of each species (Table 1). All seeds were inoculated at sowing with species-specific
strains of N,-fixing bacteria with at least 10° and 10° viable rhizobia per seed, for small and large seeded
legumes, respectively. The rhizobial strains were known or tested in the greenhouse to ensure
symbiotic nitrogen fixation (SNF) (Table 1). These strains were obtained from the collection

"Microorganismes d’intérét Agro-Environnemental" located at UMR Agroécologie, INRA, Dijon, France.
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Non-fixing reference crops for the measurement of N, fixation were also sown in separate plots
randomly distributed among legume plots: spring barley in March and sorghum in May. At sowing,
inorganic N content in the upper 60 cm of the soil were 69 kg N ha* in March and 84 kg N ha in May.
In order to induce a wide range of inorganic N in the soil, different rates of inorganic N (0, 50, 150 and
300 kg N ha) were applied at each sowing date, in form of NH4NOs, corresponding to ON, 50N, 150N
and 300N treatments. Nitrogen fertiliser was applied in 12 m bands across four blocks in which crops
were randomly distributed. To estimate SNF, the *N natural abundance calculation was used, with
barley or sorghum as non-fixing reference crops. For the purpose of ensuring a sufficient difference in
15N enrichment between soil inorganic N and N derived from fixation of atmospheric N, 5 kg N ha? of
NH4NOs labelled with 1% *°N was dissolved in water and additionally spread on the soil at a rate of 300
L ha'on all treatments, at sowing. Irrigation was applied during spring so as to reduce water stress (Fig.
1). For legumes sown in March, 35, 40 and 50 mm were supplied on March 26", May 16" and June
18" respectively. For legumes sown in May, 40, 40 and 50 mm were supplied on May 16%", May 27"
and June 14", respectively. Weeds were controlled by hand weeding and one insecticide (Karate Zeon
on April 25™") was applied. Crops were sown on 1.5 m wide and 12 m long plots and sowing density and

row spacing were adapted to each crop. Cultivation conditions are summarised in Table 1.

2.1.3. Climatic conditions

The site is subject to a semi-continental climate. In 2014, annual precipitations and mean temperature
were 865 mm and 12.1°C, respectively. Compared to the annual means over the past 20 years,
precipitations were very low between March and June (102 mm vs 255 mm) and unusually high

between July and August (246 mm vs 147 mm) (Fig. 1).

2.1.4. Sampling and measurements

Shoots were harvested on subplots of 1 m? for legumes and 0.5 m? for cereals. Samples were collected
twice during vegetative stages for the ON, 50N and 150N treatments (54 and 78 days after sowing for
legumes sown in March and 50 and 63 days after sowing for legumes sown in May). At flowering (89
and 77 days after sowing for legumes sown in March and May respectively (Fig. 1)) and at physiological
maturity (Table 1) samples were collected for all four N treatments. Dry matter (DM) was determined
on samples after oven-drying for 48 h at 80°C. Samples were milled and N concentration and *N
enrichment were measured using a mass spectrometer combined with an elemental analyser (ANCA-

GLS, Sercon Ldt., Crewe, UK).
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Table 1 Cultivar, sowing date, Rhizobium strain, and sowing density for the ten legume crops and two cereals.

Species Common name ID  Cultivar Sowing date Rhizobium strain Sowing density Harvest date
(seeds m3)
N . . Rhizobium leguminosarum bv. Viciae
Lens culinaris Lentil Le  Anicia MIAE01212 (MSDJ469, P221) @ 250 11 July 2014
. . Bradyrhizobium sp. (Lupinus)

Lupinus albus Lupin Lu Feodora MIAEO0428 (MSDJ718, LL13) ©) 70 1 August 2014

. . Rhizobium leguminosarum bv. Viciae
Pisum sativum Pea Pe  Kayanne 18 March MIAE01212 (MSDJ469, P221) @) 80 1 July 2014

- 2014 Rhizobium leguminosarum bv. Viciae
Vicia faba Faba bean Fa  Espresso MIAEO1211 (MSDJ822, FH34) © 45 25 July 2014
Vicia sativa Common vetch Cv  Cand Rhizobium leguminosarum bv. Viciae 100 11 July 2014

¥ MIAE01212 (MSDJ469, P221) @) y

Hordeum vulgare Barley Ba Irina none 350 15 July 2014

. . . . Mesorhizobium sp. (Cicer)
Cicer arietinum Chickpea Ch  Twist MIAE04996 (MSDJ2193, 3HOag) @ 70 16 September 2014

. Bradyrhizobium diazoefficiens
Glycine max Soybean So  Sultana (000) MIAEO0426 (MSDJ1996, G49) 70 5 September 2014
. Rhizobium etli
Phaseolus vulgaris Common bean Cb  Flavert MIAE05216 (MSDJ2414, GD164) () 30 4 September 2014
Trigolia foenum > May 2014 Ensif (Trigonella)
- nsifer sp. (Trigonella

graecum Fenugreek Fe  Hanka MIAE06333 (MSDJ3531) 180 5 September 2014

- . Rhizobium leguminosarum bv. Viciae
Vicia narbonensis Narbonne vetch Nv  Clara MIAE01212 (MSDJ469, P221) @ 35 5 September 2014
Sorghum bicolor Sorghum Sg  Québec none 30 5 September 2014

(@) Mazurier (1989), Laguerre et al. (1993) ; ® Laguerre et al. (1993); ‘) Amarger (1981) ; @ Kingsley and Bohlool (1983); ) Lagacherie et al. (1977));  Microorganismes d'Intérét

Agro-Environnemental (MIAE) Collection.
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Fig. 1 Climatic water balance and mean daily temperatures during the growth cycle of plants either

sowed in March (A) or in May (B) in the 2014 field experiment. (I: Irrigation; P: Daily precipitation; P +

| - ETP: Precipitation + Irrigation - Potential evapotranspiration; AWSC: Available Water Storage

Capacity water; T: mean daily temperature). |, P, ETP and T were measured from a weather station

located in the INRA experimental site of Breteniére. Large arrows indicate sowing dates and narrow

arrows indicate sampling dates at flowering stage.

2.1.5. N uptake relative to N requirements for growth

In order to evaluate whether N requirements for growth were met for the different inorganic N inputs,

the concept of critical dilution curve was used. For a given shoot dry matter the critical shoot N

concentration (% Nc) is the minimal shoot N concentration that leads to a maximum dry matter

production(Justes et al., 1994). As a general plant feature, % Nc decreases during plant growth as shoot

dry matter increases, due to a decrease in the leaf/stem ratio across plant development and growth

and to N remobilisation from shaded to illuminated part of the canopy (Lemaire et al., 2008). Even if

species-specific relationship could be drawn until the end of flowering (Justes et al., 1994; Moreau et

al., 2008; Ney et al., 1997; Plénet and Cruz, 1997), they are fairly close to each other. To date, for
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legumes, only the critical dilution of pea and lucerne have been determined (Lemaire et al., 1985; Ney
et al., 1997). Despite contrasted leaf/stem ratios for these species, their critical N dilution curves are
very close to each other (Fig. 3). Hence, in our study, legume species were compared with the critical
curves established for pea and lucerne which were considered as our reference critical N dilution
curves. For a given shoot DM measured before the end of flowering, N concentration lower than % Nc
reveals N deficiency, meaning that shoot growth was limited by nitrogen in that situation (sub-optimal
N nutrition). Shoot N concentration close to % Nc indicates that N requirements for growth were met
(optimal N nutrition). In that case, N uptake from either N, fixation or inorganic N uptake is precisely
adapted to assimilate availability (Vance and Heichel, 1991) and to N requirements for growth
(Devienne-Barret et al., 2000). Nitrogen concentration higher than % Nc reflects excess N nutrition
relative to N requirements for growth (supra-optimal N nutrition). In the last two cases, inorganic N
uptake and nitrogen fixation both react to an upper limit of N concentration in the shoots, through
shoot to roots N-feedback mechanisms that reduce SNF activity (Hartwig, 1998; Muller and Touraine,

1992; Sulieman et al., 2010).

2.1.6. N2 fixation

At each harvest date, since a very small amount of >N was added, the percentage of N derived from
the air (% Ndfa) of each legume crop was calculated using the natural abundance technique (Rennie
and Rennie, 1983) with the following equation (1), using the shoot *N enrichment of legume crops

(6*°N legume) and that of barley or sorghum (6°N non-fixing reference crop) (Table 4):

8'5N legume —&°N non fixing reference crop

% Ndfa = 100 x (1)

Bfix — 815N non fixing reference crop

where Bfix is the isotopic fractionation factor associated with symbiotic N, fixation processes (Rennie
and Rennie, 1983). It was assumed to be equal to -1 for all ten legume crops. Several studies measured
Bfix for various legume crops and obtained values close to -1 (Peoples et al., 1997; Unkovich and Pate,
2000; Voisin et al., 2002b).

The amount of N, fixed by legumes was calculated by multiplying the total amount of shoot N,
measured in the subplots, by % Ndfa. Measurements from the subplots were extrapolated to express
datain kg N ha.

In order to compare the effect of inorganic N on SNF among legume species, % Ndfa over the growth
cycle was plotted as a function of the total amount of inorganic N available at sowing. This was
calculated as the sum of soil inorganic N in the top 60 cm soil layer at sowing and inorganic N applied
as fertiliser. From the regression between % Ndfa and soil inorganic N available at sowing, the N50
indicator was calculated as the amount of inorganic N available at sowing for which % Ndfa was

reduced to 50% (SNF then accounts for 50% of shoot N).
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2.1.7. Inorganic N uptake
The relative contribution of N derived from soil and N fertiliser to total N uptake was calculated as

follows (2):
% Ndf (soil + fertiliser) = 100 — % Ndfa (2)

The amount of inorganic N derived from soil and fertiliser was calculated by multiplying the total
amount of shoot N, measured in the subplots, by % Ndf(soil + fertiliser). For non-fixing reference crops
it was equal to the total amount of shoot N as inorganic N was the only source of N for plant growth.
Data were expressed in kg N ha! by extrapolating measurements from the subplots.

As an indicator of each species ability to take up N fertiliser, the total amount of inorganic N retrieved
over the growth cycle (Ndfsoil + fertiliser) was plotted as a function of the amount of inorganic N
available at sowing for each species. As the amount of inorganic N available at sowing was
experimentally varied by N fertilisation, the slope of the linear relationship was considered as an
indicator of N uptake efficiency of the fertiliser (NUEf) of each legume species.

An indicator of legume species ability to take up total inorganic N available at sowing from soil and
fertiliser, (NUEf+s) was also calculated. It is the ratio between half of the total amount of shoot N at
maturity (as averaged for the four N fertilisation rates), and the amount of inorganic N available at
sowing required to reduce SNF to 50% of total shoot N (N50). For example, a legume crop with a mean
total shoot N of 200 kg N ha, and relying on SNF for half of the total amount of shoot N (% Ndfa = 50
%), retrieved 100 kg N ha from the soil inorganic N. If NUEf+s is equal to 1, it means that the legume
crop retrieved the total amount of soil inorganic N available at sowing. In our example, 100 kg N ha*
of inorganic N were then required at sowing to reduce SNF to 50% of total shoot N (N50). The same
crop with 50% lower NUEf+s (i.e. NUEf+s = 0.5) would require 200 kg N ha of inorganic N at sowing
to retrieve 100 kg ha"* and therefore to reduce SNF to 50% of total shoot N. Curves of iso-inorganic N
uptake efficiency from soil and fertiliser (isoNUEf+s) were thus calculated and plotted in Fig. 6.
Neither inorganic N from mineralisation nor N losses during the growth cycle were taken into account
in the calculation of NUEf and NUEf+s. Hence, on the one hand, inorganic N was underestimated as
soil mineralisation was not taken into account; on the other hand, there might have been
overestimation of inorganic N actually available due to presumable N losses by leaching, volatilisation
or denitrification. Soil inorganic N that was not retrieved by legumes and which remained in the soil

was either lost or inaccessible to legume roots.

60



Chapitre 1 : Effect of inorganic N on plant growth and N, fixation

2.2. Greenhouse experiment

2.2.1. Plant material and experimental treatments

A greenhouse experiment was carried out in 2016 in the Plant Phenotyping Platform for Plant and
Microorganism Interactions (4PMl), at INRA in Dijon (France) for the measurement of root traits of the
same ten legume crops cultivated in the field experiment, using the same cultivars and Rhizobial strains
(Table 1). Legume species were grown with two different nutrient solutions varying in their inorganic
N concentration (0 and 14 mM in the form of nitrate) and referred to as -N and +N treatments hereafter

(Table 2).

2.2.2. Growing conditions

Seeds of homogenous weight were sown in attapulgite substrate and placed in an incubator at 22 °C
in the dark. Then, 72 h after sowing, when the taproot had reached 3 to 5 cm long, seedlings were
transplanted in cylindrical RhizoTube (49.5 cm high and 18.0 cm diameter) that enable root
phenotyping (Jeudy et al., 2016). Each RhizoTube contained one seed and four RhizoTubes (replicates)
per species and N treatment were used. Legume species and N treatments were randomised in the
greenhouse compartment.

In the RhizoTubes, roots were confined in a two dimensions zone, between an inner permeable
membrane and an external transparent tube. Inoculation was performed at transplantation (2.102
colony forming units per seedling), and then two and four days after transplantation to ensure
nodulation. Plants were watered three times a day with 50 mL of nutrient solution the first six days
and five times a day with 150 mL for the rest of the experiment. The nutrient solutions also contained
P, K and micronutrients (and N in the +N treatment) (Table 2). The photoperiod was 16 hours and
plants were illuminated using 400 W lamp (HPS Plantastar, OSRAM, Munich, Germany). Mean day and

night temperatures were 22 + 1°C and 19 * 1°C, respectively.

2.2.3. Root traits and measurements

Root images were automatically taken five times a week from 6 to 26 days after sowing (Jeudy et al.
2016). From these images, maximal root depth exploration and maximal lateral expansion were
monitored using Matlab software (2015). The depth penetration rate (Dpr) lateral expansion rate (Ler)
against time (in mm day) were then calculated by linear regression analysis.

Twenty seven days after sowing, plants were harvested while still in early growth phase. At this stage
the longest taproot had just reach the bottom of the RhizoTubes. Shoot, roots and nodules were

separated and oven-dried (48 h at 80 °C) to determine DM.
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Table 2 Composition of the two nutrient solutions (-N and +N) varying for their nitrate concentration.

Compounds in the Concentration of
nutrient solution compounds (mM)
-N +N
KNO3 0.00 5.35
K2HPO4 0.80 0.20
Ca(NOs)2 + 4H20 0.00 4.00
MgSO4 1.00 0.75
KH2PO4 0.00 0.90
Mg(NO0s)2 +6H20 0.00 0.33
CaClz 2.50 0.00
K2SO4 0.70 0.00
NaCl 0.20 0.20
versenate 0.05 0.05
micronutrients traces traces

2.3. Data analysis

All intermediate calculations and data analysis were performed in R version 3.4.2.(R Core Team, 2016).
ANOVA were performed to test for N fertilisation treatment effects, legume species effects and
treatment x species interaction effects on all traits measured in field or greenhouse experiments. If the
effects were significant, Tuckey’s Honest Significant Difference (HSD) test (p < 0.05) was performed for
multiple means comparison, using agricolae package (R Core Team, 2016). Homoscedasticity and
normality of variable’s residuals were tested with a Bartlett and Shapiro-Wilk test respectively. When
the homogeneity assumption was violated, the model was fitted using the generalised least square
(GLS) method in the nlme package (R Core Team, 2016). In order to compare among the different
legume species for their response of % Ndfa to the amount of inorganic N available at sowing, the
“emtrends” function from the “emmeans” package (R Core Team, 2016) was used. Pairwise
comparisons with the false discovery rate adjustment method were then performed using the CLD

function.

3. Results

Since the climatic conditions (Fig. 1) and the amount of soil inorganic N at sowing (0-60 cm soil layer)
differed between the two sowing dates, results from the field experiment are presented separately for
each group of legumes according to their sowing date.

The year 2014 was characterised by a very dry spring that led to a water deficit during almost all the
plant growth cycle for both sowing dates (Fig. 1). A diagnosis of limiting factors of pea yield (cv.

Kayanne) performed in 2014 in neighbouring fields of our experimental site, indicated that the most
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impacting stresses were the large number of days with temperature exceeding 25°C, and water deficit
until the beginning of seed filling (Lecomte, C. unpublished data). Plant growth of the other legume

species may as well have been reduced by those stresses in this field experiment.

3.1. Effects of legume species and inorganic N fertilisation on shoot growth and N accumulation in the
field

For legumes sown in March, when no N fertiliser was applied (ON treatment), shoot N accumulated

over the whole growth cycle ranged from 139 (lentil) to 188 (lupin) kg N ha’’, respectively (Fig. 2A). For

legumes sown in May and unfertilised (ON treatment), shoot N greatly varied among species and

ranged from 94 (Narbonne vetch) to 360 (soybean) kg N ha, respectively. For both sowing dates,

barley (51 kg N ha) and sorghum (95 kg N ha?) had the smallest shoot N when unfertilised (ON

treatment) compared to legumes.
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Fig. 2 Amount of shoot N measured at harvest, as affected by inorganic N fertilisation at sowing (ON
(light orange), 50N (light green), 150N (dark green), 300N (black)) for the ten legume crops (solid) and
two cereals (hatched) either sowed in March (A) or in May (B) in the 2014 field experiment in the 2014
field experiment. Values are means (n = 4) £ SD (standard deviation). For each species, bars with * are
significantly different (p < 0.05) from the ON treatment.

For six legume species (common vetch, lentil, lupin, fenugreek, Narbonne vetch and soybean), N
fertiliser did not significantly affect total shoot N. For common bean, faba bean and pea, the 300N
treatment only differed from the ON treatment with total shoot N being increased by 17, 30, and 52 kg
N ha respectively (Fig. 2). The highest values of total shoot N for the 300N treatment were associated
with an increase of shoot N concentration (faba bean: 11%, pea: 12% and common bean: 27%) (Table
3). For pea the 300N treatment also induced a significant increase of shoot DM as compared to the ON

treatment (Table 3). Chickpea was the only legume species for which N treatments gradually increased
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total shoot N, as compared to the ON treatment (Fig. 2B). This was associated with a strong increase
of shoot DM for all N fertilisation rates (+ 29 to 64% from the 50N to the 300N treatment), the N
concentration being unchanged among N treatments (Table 3). Nitrogen fertilisation increased barley

and sorghum shoot N (Fig 2) by increasing both shoot DM and N concentration (Table 3).

3.2. Variations in N uptake relative to plant N requirements from growth over time and with different
inorganic N input

For each species, so as to evaluate whether N uptake allowed to meet N requirements for growth over
time for the various N treatments, shoot N concentration was compared to the critical N concentration
from our reference curve (% Nc, which indicates optimal N nutrition for growth) (Fig. 3). For legumes
sown in March (Fig. 3A), until flowering, no clear differences of N concentrations among N treatments
were observed. For all N treatments, shoot N concentration was always equal to or slightly lower than
% Nc. Only two points of common vetch collected 78 days after sowing and fertilised with 50 and 150
kg N ha! had much higher N concentration than % Nc. Hence, for legumes sown in March N
requirements for plant growth were fully met for all N treatments until flowering.

For legumes sown in May (Fig. 3B), N fertilisation increased both shoot N concentration and dry matter
at the first vegetative stage (50 days after sowing) for all legumes species. Nitrogen concentration
lower than % Nc for the ON and 50N treatments indicates a N deficiency for all species at theses early
stage of growth. When Narbonne vetch DM was higher than 200 g m™ (end of vegetative phase: 64
days after sowing) and until flowering (77 days after sowing), shoot N concentration was equal or
higher than % Nc for all N treatments, revealing an optimal N nutrition for plant growth. For common
bean and soybean, N fertilisation had a reduced effect on shoot N concentration at flowering
compared to the earlier stages. At flowering for both species, N concentrations were similar or higher
than % Nc revealing an optimal or supra-optimal N nutrition for plant growth, for the four N fertiliser
treatments. Conversely, shoot N concentration of fenugreek was always slightly lower than % Nc,
indicating a small N deficiency for all N treatments. For chickpea, until flowering N fertilisation
increased shoot N concentration regardless of shoot DM. Shoot N concentration was equal or higher
than % Nc only when at least 150 kg inorganic N ha™* were applied. Hence, for chickpea, until flowering
N requirements for plant growth were only met for the 150 and 300N treatments while N was a limiting

factor of growth for the ON and 50N treatments
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Table 3 Shoot DM and N concentration measured at harvest, as affected by N treatments for the ten
legume crops and two cereals in the 2014 field experiment. Values are means (n = 4). For each species,
mean value sharing the same letter (‘a’ and / or ‘b’) are not different according to Tukey’s HDS test (*
p <0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

shoot dry matter (g m) shoot N concentration (%)
N treatment significance N treatment significance
ON 50N 150N 300N p ON 50N 150N 300N p
Lentil 552 a 516a 552a 575a 2,52 ab 236 ¢ 2.43 bc 2.62 a **
Commonvetch 521 a 479 a 466 a 472 a 277 a 264 a 275a 285a
Pea 772 b 851 ab 799 ab 917 a * 205b 200b 209 b 230 a ***
Fababean 672 ab 526 ¢ 587 bc 708 a ** 263 b 282a 294 a 293 a ***
Lupin 560 a 525 a 515a 569 a 337a 363 a 351a 323a
Barley 508 ¢ 782 b 960 a 949 a *** 086 c 090 bc 1.15b 157 a ***
Narbonnevetch 257 a 182 a 162 a 175 a 363 a 323 a 293 a 323 a
Fenugreek 464 a 567 a 406 a 508 a 246 a 245 a 258 a 252a
Common bean 715 ab 741 a 629b 626 b * 223 b 202 c 213 bc 2.83 a ***
Chickpea 725 b 933 ab 1054 a 1191 a ** 221 a 228 a 224 a 213 a
Soybean 1009 a 1035 a 996 a 1077 a 357a 335ab 325 b 3.11 b ***
Sorghum 1160 b 1736 a 1726 a 1640 a ** 082c 104b 116 b 198 a ***
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Fig. 3 Shoot N concentration as a function of shoot dry matter for four inorganic N fertilisation rates
(ON (light orange), 50N (light green), 150N (dark green), 300N (black)) measured for three sampling
dates between vegetative stages and the end of flowering for the ten legumes crops sown either in
March (A) or in May (B) in the 2014 field experiment. Values are means per sampling dates (n = 4). The
curves correspond to the critical dilution of N into dry matter for pea (straight curve), and lucerne
(dashed curve) used as references. The vertical line indicates the minimum threshold of dry matter
(100 g dm m2) that delimits the domain of validity of the different curves. Species ID is given in Table
1.
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3.3. Effect of inorganic N available at sowing on symbiotic nitrogen fixation

For the ON treatments % Ndfa for the entire growth cycle ranged from 70% (common vetch) to 78%
(lupin) for legumes sown in March (Fig. 4A) and from 56% (common bean) to 80% (soybean) for
legumes sown in May (Fig.4B). When unfertilised (ON treatment), legumes sown in March fixed
between 99 kg N, ha* (lentil) and 147 kg N, ha? (lupin) while legumes sown in May fixed between 60
kg N, hat (Narbonne vetch) and 290 kg N, ha™® (soybean) (Table 4).

For both sowing dates, a strong negative relationship between % Ndfa and the amount of inorganic N
available at sowing (soil inorganic N in the top 60 cm soil layer at sowing + inorganic N applied as
fertiliser) was observed for all species (Fig. 4). However, strong differences in the magnitude of the
response were observed among legumes species. For legumes sown in March, % Ndfa decreased the
most with the amount of inorganic N available at sowing for lentil and pea, while for faba bean,
common vetch and lupin the response was significantly lower. As a result, when 300 kg inorganic N ha
! were applied at sowing in March, % Ndfa was zero for lentil and pea while faba bean, common vetch
and lupin, maintained SNF with % Ndfa equal to 44, 36 and 30%, respectively (Fig. 4A). For legumes
sown in May, % Ndfa highly decreased with the amount of inorganic N available at sowing for common
bean while the response was significantly lower and similar for chickpea, fenugreek, Narbonne vetch
and soybean. When 300 kg inorganic N ha™* were applied, % Ndfa was zero for all species (Fig. 4B). For
common bean, SNF was totally inhibited when inorganic N available at sowing was over 200 kg N ha™.
The amount of N fixed also decreased with N fertilisation (Table 4), as the amount of total shoot N only
slightly varied among N treatments for most legume species, while the % Ndfa strongly decreased with
N fertilisation.

The indicator N50, defined as the amount of inorganic N available at sowing for which SNF was reduced
to 50%, ranged from 82 kg N ha™ for common bean to 285 kg N ha for faba bean, meaning that for
faba bean, compared to common bean, three times more inorganic N were required at sowing to

reduce SNF by 50% (Fig. 6).
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Fig. 4 Percentage of N derived from SNF (% Ndfa) measured at harvest, as affected by the amount of
inorganic N available at sowing (soil inorganic N in the top 60 cm soil layer at sowing + inorganic N
applied as fertiliser (0, 50, 150 and 300N)) for the ten legume crops either sowed in March (A) or in
May (B) in the 2014 field experiment. Values are means (n = 4) + SD (standard deviation). Slopes sharing
the same letter (‘a’ and / or ‘b’) are not different according to pairwise test. Species ID is given in Table
1.

Table 4 5N values and amount of N fixed measured at harvest, as affected by N treatments for the
ten legume crops in the 2014 field experiment. Values are means (n = 4). For each N treatment mean
value sharing the same letter (‘a’ and / or ‘b’) are not different according to Tukey’s HDS test (* p <
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

15 . Amount of N derived from SNF
6N values at maturity

(kg N ha?)

ON 50 N 150N 300N ON 50 N 150N 300N
Lentil 185 bc 237b 225b 182 a 99 ¢ 54 d 30 ¢ 0c
Commonvetch 194 b 219 bc 190b 115b 100 bc 62 cd 42bc 49 b
Pea 183 bc 204 ¢ 191 b 14.0 ab 112 bc 8 bc 55b Oc
Fababean 168 bc 146d 128 c 99 b 129 ab 95 b 92 a 91 a
Lupin 129 ¢ 122e 129c¢ 127 b 147 a 133 a 97 a 59 b
Barley 682 a 443 a 292 a 187 a
Significancep * %k %k 3k %k %k * %k %k 3k %k % %k %k k %k %k ok 3k k% %k %k %k
Narbonnevetch 112 bc 162 b 188 b 143 60 ¢ 25cd 11 ¢ 0
Fenugreek 75cd 11.6 bc 11.7 ¢ 13.7 8 bc 82bc 53b 0
Commonbean 150b 250a 265a 222 90 bc O0d 0c 0
Chickpea 83cd 87c 108c 134 117 b 143 b 127a 0
Soybean 50d 97c¢ 128c 176 290a 223a 151a O
Sorghum 356a 292a 251a 164

% %k % % %k % %k * %k %k * %k %k % % %k

significance p
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3.4. Legume species had different ability to retrieve inorganic N from the soil and fertiliser

For legumes sown in March, when no N fertiliser was applied (ON treatment, curve intercept), no
differences among species were observed for the amount of inorganic N uptake from the soil, being in
average 41 kg N ha™* for all legume species (Fig. 5A). Barley retrieved a slightly higher amount of soil
inorganic N (51 kg N ha) compared to legumes sown in March (Fig. 5A). For legumes sown in May,
two distinct groups of legumes were identified for the ON treatment (Fig. 5B). The first group included
chickpea, fenugreek and Narbonne vetch, with an average soil N uptake of 32 kg N ha*. The second
group was composed of common bean and soybean, with a twice as high soil N uptake for the ON
treatment (68 kg N ha! in average). Sorghum had the highest soil N uptake for the ON treatment (95
kg N ha?).
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Fig. 5 Amount of N derived from the soil and the fertiliser (Ndfsoil + fertilizer) measured at harvest as
affected the amount of inorganic N available at sowing (soil inorganic N in the top 60 cm soil layer at
sowing + inorganic N applied as fertiliser (0, 50, 150 and 300N)) for the ten legumes crops and two
cereals either sowed in March (A) or in May (B) in the 2014 field experiment. Values are means (n = 4)
+ SD (standard deviation). Numbers indicate the value of the slope for each species. For common bean,
the slope was calculated using only the ON and 50N treatments as Ndf(Soil + fertiliser) did not show
any further increase at higher fertilisation rates (150N and 300N treatments).Species ID is given in
Table 1.

For both sowing dates, a positive linear relationship between the amount inorganic N retrieved by the
legumes and cereals species (Ndfsoil+fertiliser) and the amount of inorganic N available at sowing was
observed for all species (Fig. 5). As the amount of inorganic N available at sowing was experimentally
varied by N fertilisation, the slope of the linear relationship was considered as an indicator of N uptake
efficiency of the fertiliser (NUEf) (Fig. 5). For species sown in March (Fig. 5A), NUEf ranged from 0.13

to 0.53 (common vetch and pea, respectively) with barley having an intermediate NUEf of 0.33. For

68



Chapitre 1 : Effect of inorganic N on plant growth and N, fixation

legume sown in May, greater differences were observed among species (Fig. 5B). NUEf was 0.08, 0.31,
0.58, 0.83 and 1.03 for Narbonne vetch, fenugreek, chickpea, soybean and common bean, respectively.
Hence, common bean had the highest ability to retrieve N fertiliser closely followed by soybean.

Sorghum had among the highest NUEf (0.69) among species sown in May.
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Fig. 6 Relationships between the amount of inorganic N available at sowing for which % Ndfa was equal
to 50 % and the mean amount of shoot N at maturity for four N fertilisation rates for the ten legumes
either sowed in March (4) or in May (®) in the 2014 field experiment. Species ID is given in Table 1.
Points from Schwenke et al. (1998) for faba bean and chickpea (H) and Voisin et al. (2002b) for pea (®)
were added for comparison. The curves represent different iso-inorganic N uptake efficiency
(isoNUEf+s).

3.5. Variations in root soil exploration among species and as influenced by N fertilisation

In the rhizotron experiment, root DM for the -N treatment ranged from 0.033 to 0.441 g plant™ (Fig.
7A). Fenugreek, lentil and common bean had the smallest root DM (0.044 g plant® in average). Root
DM of Narbonne vetch, chickpea, lupin, soybean and faba bean was at least 6 times higher than
fenugreek, with faba bean displaying the highest root DM. For all species except lupin, root DM was at
least 1.5 higher for the +N treatment compared to the -N treatment. Common bean root DM
responded the most to fertilisation and displayed a root DM 14 times greater for the +N treatment
compared to the -N treatment.

Legume species displayed differences in shoot DM with values ranging from 0.100 g plant™? (lentil) and
1.008 plant™ (soybean) (Fig 7B). Unlike in the field experiments, for all species shoot DM was at least
1.3 greater for the +N treatment compared to the -N treatment. For the -N treatment, shoot DM
constituted in average 73% of total DM with values ranging from 63% (faba bean) to 83% (pea) and the
ratio was unchanged when N legumes were fertilised (data not shown).

Legume species also differed according to root depth penetration rate (Dpr) and lateral expansion rate

(Ler). Nitrogen fertilisation had no effect on those variables except for common bean which had a
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much higher root Ler when fertilised. (Fig. 7C and D). The highest root Dpr were measured for lupin,
soybean, common vetch and chickpea (17.3 mm day?in average), while common bean, faba bean and
lentil had the lowest root Dpr (Fig. 7C). Common bean had the highest root Ler for both N treatments
(15.0 mm day* for -N vs 30.0 mm day™ for +N) (Fig. 7D). On the contrary, fenugreek and lupin had the
lowest root Ler with no significant differences between N treatments (3.2 and 5.6 mm day?,

respectively, for the -N treatment and 5.6 and 5.5 mm day™ for the +N treatment).
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Fig. 7 Root dry matter (A), shoot dry matter (B), Depth penetration rate (Dpr)(C), Lateral expansion
rate (Ler) (D) with (+N) or without N fertilisation (-N) for ten legume species grown in rhizotrons. Values
are means (n = 4) = SD (standard deviation). Analysis of variances (ANOVA) was performed for each
plant trait and the results for the significant main effects (species and N fertilisation) and their
interaction (Species x N) are shown as ***p < 0.001. Species ID is given in Table 1. See Appendix 4 for
further root characteristics.

3.6. Correlation between N uptake efficiency of the fertiliser (NUEf) and root soil exploration rates

To evaluate whether root elongation rates could account for the differences among species in N uptake
efficiency of fertiliser (NUEf) measured in the field experiment, NUEf was plotted as a function of depth
penetration rate (Dpr) and lateral expansion rate (Ler) (Fig. 8). As N fertilisation did not affect Dpr and
Ler except for common bean (Fig. 7C and D), rates measured for the +N treatment in rhizotrons were
selected. A clear positive relation between NUEf and Ler was highlighted (Fig. 8A). Species with higher
Ler tended to have higher NUEf (Common bean, Soybean and Chickpea). However no relationship

between NUEf and Dpr could be drawn (Fig. 8B).
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Fig. 8 Correlation between N uptake efficiency of the fertiliser (NUEf) measured in the field experiment
and lateral expansion rate (Ler) (A) or depth penetration rate (Dpr) (B) measured in rhizotrons supplied
with N fertilisation (+N) for ten legume species. Legumes were either sown in March (@) orin May (A)
in the 2014 field experiment. Values are means (n = 4) in both field and rhizotrons experiments. Species
ID is given in Table 1.

4. Discussion

4.1. Plant growth and N nutrition were affected by climatic conditions

For all legume species, the increase of soil inorganic N availability modified the N source, thereby
sustaining plant growth through complementing symbiotic N, fixation with inorganic N uptake.
However, dry and warm climatic conditions in our field experiment this particular year may have
differently impacted both growth and plant N nutrition according to the N source. Water deficit and
high temperatures are known to reduce plant growth but also SNF and inorganic N uptake (Hartwig,
1998; Salon et al., 2011). Yet, legumes sown in March were able to match plant requirements for all N
treatments (affecting the source of N: SNF or inorganic N). For legumes sown in May, N requirements
for growth were not met at the beginning of plant growth especially when legume N nutrition relied
mostly on SNF (ON treatment). Legumes were sown after a long period without rainfall, which might
have had a particularly strong negative effect on SNF since root nodules are generally positioned at a
relatively shallow soil depth (20 to 30 cm depth), making SNF very sensitive to water deficit (Streeter,
2003). In general, SNF is often more sensitive to environmental conditions than inorganic N uptake
(Sprent et al., 1988). However, at flowering, N requirements were met for common bean, soybean and
Narbonne vetch for all N treatments, with a situation of excess N uptake compared to the optimal for
the highest N treatment. SNF seems to have been able to meet N requirements later in the growth
cycle suggesting the ability of SNF to recover from stresses at earlier stages of growth (Naudin et al.,
2011). It may be due to the decrease of water deficit once precipitations started 3 weeks before full
flowering. Chickpea is the only crop for which N requirements were only met when a least 150 kg N

ha! were applied at sowing.
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As such, in our experiment, plant growth was presumably reduced first by dry and warm climatic
conditions as SNF and inorganic N uptake appeared to be sufficient to meet the reduced N requirement
for growth. This was not the case at the beginning of the growth cycle for legumes sown in May when
N deficiency was observed, presumably because of a stronger effect of environmental stresses (water
limitation) on SNF or inorganic N uptake than on plant growth. More favourable climatic conditions

would have certainly induced higher shoot growth and thus higher SNF to meet the greater N demand.

4.2. N fertilisation did not increase the amount of shoot N for most legume species

In our field experiment, for barley and sorghum, shoot dry matter and N was highly increased by N
fertilisation, showing growth limitation by nitrogen for cereals species. This was an expected result as
inorganic N is their only source of N.

By contrast, the increase of N fertilisation at sowing did not change the amount of shoot N at maturity
for most legume species (common vetch, fenugreek, lentil, lupin, Narbonne vetch and soybean). It
shows a complete substitution of soil inorganic N uptake by SNF as the amount of soil N decreases.
Accordingly, studies on lupin (Evans et al., 1987a), and soybean (Salvagiotti et al., 2008) showed little
impact of N fertilisation on shoot N, total biomass or grain yield. A slight increase of shoot N for the
highest N supply only (300N), was observed for three species (common bean, faba bean and pea). For
pea, the increase of shoot N for the highest N supply was related to an excess development of the
aerial vegetative parts but no significant increase in grain yield (Appendix 3). Therefore it could suggest
a supra-optimal N nutrition for the highest N treatment as reported by Voisin et al. (2002a). However,
this type of response (increased vegetative growth, indicating supra-optimum N nutrition) was not
observed in common bean or faba bean.

Surprisingly, in the field experiment, common bean DM was not increased by N fertilisation;
conversely, it was reduced for the highest N supply (300N) compared to the 50N treatment. Yet, it was
compensated by an increase in N concentration leading to an overall increase in total shoot N for the
300N treatment. In general, N fertilisation was reported to have a very strong impact on common bean
shoot N and grain yields even for low N supply (Fageria et al., 2015; Leidi and Rodriguez-Navarro, 2000;
Redden and Herridge, 1999). Redden and Herridge (1999), assumed that for common bean, SNF is
often poorly efficient, likely due to the selection of plant genotypes in high fertility soils that resulted
in the decline of the N, fixation efficiency. Thus, N fertilisation is often required to satisfy common
bean N requirements for growth. On the other hand, in our experiment, soil inorganic N content at
sowing for the ON treatment (84 kg N ha?l) was much higher than in the cited studies. Since it
corresponded to half of the total amount of shoot N at maturity for common bean, soil inorganic N

availability might have been sufficient to satisfy N needs even with low amounts of fixed N.
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The high initial soil inorganic N in the ON treatment (69 kg N ha* and 84 kg N ha for sowing dates in
March and May, respectively) might have avoided early N stresses especially during the establishment
of nodulation and SNF when legume plants only rely on N from the seed or from the soil (Moreau et
al., 2008). Greenhouse experiments on pea showed that a small amount of N fertilisation at sowing (N
starter) could enhance growth, especially when the amount of inorganic N available at sowing was
zero or very low (Jensen, 1986; Voisin et al., 2003b), in agreement with our findings in the greenhouse
experiment.

In our field experiment, chickpea shoot N was increased by up to 57% when N fertilised compared to
the unfertilised treatment, while Turpin et al. (2002) did not observe these effects in their field
experiment. For all N fertilisation rates, SNF of chickpea increased much later during the growth cycle
compared to the other legume species (data not shown). In the unfertilised treatment, the N deficiency
which limited growth, apparently occurred before SNF establishment. Once SNF was established, N
requirements might have been met, but the growth restriction experienced during the early stages

restricted shoot growth until maturity.

4.3. SNF inhibition by inorganic N varies according to plant growth and plant inorganic N uptake
ability
Our data confirmed the inhibition of SNF by inorganic N for a wide range of legumes species but clear
differences of SNF inhibition were observed among species. The comparison of the ten species
cultivated in the same pedoclimatic conditions allowed us to identify some plant characteristics that
could explain such differences of SNF inhibition by inorganic N.
To evaluate to what extend plant N requirements accounted for the differences of SNF inhibition by
inorganic N, the indicator of inhibition intensity, N50, was related to plants mean amount of shoot N
at maturity, as averaged for the four N fertilisation rates (Fig. 6). There was a positive trend between
those variables, showing that for legume species with higher mean amount of shoot N a greater
amount of inorganic N available at sowing is needed to reduce their SNF to 50%. This result is in
accordance with the analysis from Schwenke et al (1998), explaining that faba bean was more
dependent on SNF than chickpea partly due to its higher N requirements.
However, when 300 kg N ha™* were applied, soil inorganic N available at sowing was 30 to 80% higher
than the amount of shoot N at maturity except for soybean. Hence, legumes were cultivated in non-
limiting N conditions. However, common vetch, faba bean and lupin still partly relied on SNF when 300
kg N ha were applied. Yet, the amount of shoot N in those three species was only 50% of that in
soybean for which SNF was equal to zero for the 300N treatment.
Thus, the ability of legumes to access and/or take up inorganic N during their growth cycle might also

account for the differences of SNF response to soil inorganic N. Our field experiment allowed us to
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classify ten legume species according to their inorganic N uptake efficiency by positioning each species
relative to isoNUEf+s curves (Fig. 6). Faba bean, lupin, fenugreek and Narbonne vetch had a NUEf+s
lower than 0.5 while chickpea, common bean, common vetch, lentil, pea and soybean had NUEf+s
equal or higher than 0.5 (Fig. 6). Here, common bean was identified as the most efficient to take up
inorganic N which could partially explain its low N50. The high ability to take up inorganic N was also
observed in a field experiment by George and Singleton (1992). Consistently, our results indicate that
the relatively low inhibition of N, fixation by soil inorganic N (indicated by high N50) usually observed
on faba bean compared to other species such as chickpea and pea (Chalifour and Nelson, 1988;
Schwenke et al., 1998; Turpin et al., 2002) can be partly explained by relatively low NUEf+s efficiency
in faba bean.

Our results suggest that the ability to retrieve inorganic N (NUEf+s) and shoot N accumulation potential
might be key elements to understand the interspecific differences of SNF inhibition by soil inorganic
N. Legume species can have similar ability to retrieve soil inorganic N, but shoot growth and thus N
accumulation can differ according to the physiology of each species (e.g. soybean vs common bean in
our field experiment). Hence, for legumes with greater shoot growth and N accumulation, higher
amounts of N, fixation are required, as soil inorganic N is not sufficient to meet N needs (e.g. common
bean compared to soybean). On the contrary, for legume species having substantially similar shoot
growth (e.g. faba bean and pea in our field experiment), lower amounts of N, fixation results when
species have higher ability to retrieve soil inorganic N (e.g. pea compared to faba bean).

As plant growth and thus the amount of shoot N are likely to vary according to each specific
pedoclimatic conditions for every species, data collected on pea on the same experimental site
(France) (Voisin et al., 2002b), and published data on chickpea and faba bean, cultivated in the region
of New South Wales (Australia) (Schwenke et al., 1998) were added on Figure 6. To our knowledge,
these two studies were the only ones for which a quantitative relationship was established between
SNF and the amount of soil inorganic N available at sowing, enabling to determine N50 and to relate it
to shoot N. Moreover, initial amount of soil inorganic N at sowing is often not specified in the published
studies (Evans et al., 1987a; Salvagiotti et al., 2008). Compared to our experiment, the amount of shoot
N was higher (+ 40%) for pea in Voisin et al. (2002b) but lower for faba bean (-45%) and chickpea (-
70%) in Schwenke et al. (1998). Plant growth and shoot N in the various field experiments might have
been affected by the different climatic conditions and by cultivar choice. Especially, the abiotic stresses
described earlier may have impacted pea growth in our experiment, which may partly explain the
lower amount of shoot N and N50, compared to Voisin et al. (2002b). Despite this difference in growth
induced by climatic conditions, NUEf+s of pea were in the same range in both studies. As such, our
study proved efficient to identify NUEf+s as a stable characteristic of the pea species, in a single site.

In addition, it demonstrates the predictive value of our method, to estimate variation of N50 of a given
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species grown in different environmental conditions as indicated by shoot N variation along the
iSONUEt curve.

Conversely, NUEf+s were much higher for faba bean and chickpea in Schwenke et al. (1998), as
compared to our study. Variations of NUEf+s between studies could partly be explained by the fact
that the established relationship (Fig. 6) does not take into account N mineralisation during growth
cycle, but only inorganic N available at sowing. Due to differences in soil characteristics and climatic
conditions, soil N mineralisation potential during legume growth is site specific, and this might affect
the NUEf+s that we calculated. In comparison to our study, a site with higher N mineralisation potential
might reduce SNF to 50% for lower inorganic N available at sowing. In such conditions, legumes could
present higher NUEf+s than in our study. Nevertheless, NUEf+s ranking between fababean and
chickpea was the same for both sites. Hence, the set of indicators that we propose (combining SNF
response to soil inorganic N (N50), shoot N and NUEf+s), appears to allow a robust evaluation of species
differential response to soil inorganic N within a single site, and a robust ranking when compared in
different sites. Using this set of indicators for more precise interspecific comparisons across several
sites would require integrating soil N mineralisation during crop growth cycle in the calculation of

NUEf+s, but data are not always available for this calculation.

4.4. Inorganic N uptake efficiency and root elongation rates

For all legume crops root DM was increased by N fertilisation in the greenhouse experiment. This is in
accordance with observations made on pea (Jensen, 1986; Voisin et al., 2002a) or other legume species
(Dayoub et al., 2017). However, the ratio between root and shoot was unchanged between both N
treatments, meaning that for all species, the increase in root DM was a consequence of shoot DM
response to nitrogen fertilisation. On the contrary, root soil exploration rates (Dpr and Ler) were not
affected by N fertilisation except for common bean which presented a higher Ler when N fertilised.
Hence, interspecific differences appeared to be relatively independent from root and shoot growth
variations among species.

Yet, soil colonisation by roots greatly varied among legume species and a rapid lateral soil colonisation
was positively correlated with the ability to retrieve inorganic N. Common bean had the largest Ler
leading to a wide volume of soil exploration, which was associated to the highest NUEf measured in
the field. Soybean and chickpea also had high Ler which were associated to high ability to retrieve
inorganic N, as reported by Dayoub et al. (2017). On the contrary, fenugreek and lupin had slow lateral
root expansion rate leading to low nitrogen uptake in the field experiment. Dayoub et al. (2017) also
showed low ability to deplete soil inorganic N at the beginning of the growth cycle for fenugreek
compared to chickpea, pea and soybean. On the other hand, interspecific variation in soil depth

colonisation by roots evaluated in rhizotrons could not be related to the differential species ability to
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retrieve inorganic N measured in our field experiment. Part of these results may be related to specific
climatic conditions of our field experiment. Indeed, climatic conditions in the field experiment were
very dry before July. Nitrogen fertilisation applied at sowing on soil surface may not have been leached
into deeper soil layers during the early stages of legume growth. Hence, species with large lateral
expansion might have been able to better retrieve soil inorganic N in the upper layers while deeper
root systems induced no further benefit in soil inorganic N uptake. Still, deeper root systems might
play a key role for water uptake in deeper soil layers especially under dry conditions such as in 2014 in
the field experiment. Moreover, in wetter conditions, legumes with deeper root systems should have
a better access to soil inorganic N leached into deeper soil layers. Yet, in our experimental setup,
differences among legume species according to soil depth colonisation by roots were small and might
have been less discriminant for water and N uptake in deeper soil layers. Larger differences in soil
depth colonisation might have been observed between grain legumes and cereals, as cereals generally
display deeper root systems compared to grain legumes (Fan et al., 2016). Their deeper root systems
could partly explain the higher ability of cereals to retrieve soil inorganic N compared to legumes
(Hauggaard-Nielsen et al., 2001). In our field experiment, sorghum retrieved the highest amounts of
soil inorganic N compared to legumes for all N treatments, due to combined high NUEf and high shoot
growth (and therefore N accumulation). On the other hand, barley had a relatively low NUEf but it was
equal or higher than most of the legumes from the same sowing date. For this cereal species, NUEf
may have been physiologically limited by its lower N accumulation compared to legumes.

Roots are known to be very plastic to environmental factors. Root architecture can be modified by soil
structure and texture, heterogeneous distribution of nutrients and water (Lépez-Bellido et al., 2004)
and the presence of microorganisms. Nevertheless, our rhizotron experiment allowed us to make a
comparative evaluation of the root soil exploration rates of ten legume species. However, root soil
exploration rates may still not be sufficient to explain all the differences of inorganic N uptake ability.
Indeed, traits such as root length density defined as root length per unit of soil volume (mm cm3) is
often considered as an indicator of nutrient uptake potential (Reich, 2014). For a same root biomass,
roots with smaller diameter and low tissue density have a greater root length density and thus a higher
contact area with the soil. Faba bean is characterised by large root diameter(Materechera et al., 1992;
Materechera et al., 1991) , and thus potentially low root length density. This could partly explain its
low ability to take up inorganic N while having similar Ler to pea. In the rhizotron experiment, root
traits were also measured during the early vegetative stages while, in the field experiment, the ability
to take up inorganic N was determined over the whole growth cycle. Yet, root establishment mainly
occurs during vegetative growth and reaches a maximum development at flowering. Also, the impact
of inorganic N on SNF mainly occurs at the beginning of the growth cycle, since legume N nutrition

primary relies on soil inorganic N before establishing SNF (Voisin et al., 2002b). As such, even if not
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perfect, our experimental set up in the rhizotron allowed us to explain some of the differences in the
ability of legumes to uptake inorganic N and to relate them to interspecific variation in the intensity of

SNF inhibition by soil inorganic N.

5. Conclusion

We provided here a better understanding of SNF inhibition by soil inorganic N and its variations among
a wide range of legume crops, through comparison in a single field experiment. For this, we evaluated
and disentangled the two main factors that modulate the amount of N fixed required to meet the
overall plant N needs: (i) shoot N accumulation (that primarily determines the size of the N sink), and
(ii) inorganic N uptake efficiency, which modulates the size of accessible inorganic N pool (as a N
source) and therefore the remaining N to be fixed to meet plant N needs. An indicator of inorganic N
uptake efficiency was computed in an original way, using the response of SNF to a wide range of
inorganic N availability. For a given level of shoot N accumulation, inorganic N uptake efficiency largely
varied among species and explained most of the remaining difference of SNF inhibition by soil inorganic
N. The ability to take up inorganic N is all the more important in agronomic situations with high soil
inorganic N. A low efficiency of inorganic N uptake might enhance SNF to meet plant N requirements
but it might also lead to N losses from the plant-soil system. Nitrate leaching is often an undesirable
environmental risk in grain legume based rotations compared to adjusted N fertilised cereal based
rotations (Plaza-Bonilla et al., 2015). Indeed, the superficial development of legume root systems
compared to cereals can lead to greater amount of inorganic N remaining in deeper soil layers and
partly explain the higher risk of nitrate leaching (Hauggaard-Nielsen et al., 2001). Interestingly, our
field experiment highlighted great differences in the ability of inorganic N uptake among legume
species. Based on our findings, higher risk of N leaching during the growth cycle can be expected for
faba bean, fenugreek and Narbonne vetch compared to soybean or common bean. Even for the
unfertilised treatment, almost 75% of inorganic N available at sowing could be left in the soil, for
legumes with the lowest ability to retrieve inorganic N (around 55 kg N ha™ in our case). Adapted
agronomical practices, such as intercropping (Hauggaard-Nielsen et al., 2009) are required to reduce

the risk of N leaching for legumes with a low inorganic N use efficiency.
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Abstract
Aims: Our objective was to quantify and characterise shoot and root residues of a wide range of grain

legumes to better estimate residues-N mineralisation compared to cereals.

Methods: Shoot and root residues from ten legume and two cereal crops were collected either under
field conditions or from an outer pot experiment. Residues were incubated in soil for 112 days at 28°C.

Biochemical characteristics were determined and related to N mineralisation.

Results: Root residues accounted for a small proportion (10% on average) of total residues-N but root
N varied greatly among species and experiments. Root and shoot residue decomposition mostly
induced N immobilisation with higher values measured for cereals, lupin and soybean. Residue-N
mineralisation was negatively correlated with their C:N ratio and cellulose fraction. For a given C:N
ratio, roots having higher lignin fractions induced higher N immobilisation compared to shoot residues.
Combining field experiments and incubations allowed us to estimate the amount of N derived from

residue decomposition available for the following crop.

Conclusion: The biochemical proprieties of shoot and root residues can help predict N mineralisation.
Due to the specific biochemical characteristics of legume residues, higher amounts of inorganic-N are
available after legume residue-N mineralisation compared to cereals but with large differences among

legume species.
Keywords
Incubation, Grain legumes, Decomposition, C:N ratio, Lignin

Abbreviations

DM Dry matter
NHI Nitrogen harvest index
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1. Introduction

Thanks to their ability to fix dinitrogen (N2) from the atmosphere and their residues rich in organic N,
legumes contribute to more sustainable agriculture, by notably allowing the reduction of N fertilisers
(Gan et al., 2015; Peoples et al., 2009b; Voisin et al., 2014).

In crop rotations including annual grain legumes, a substantial amount of N can be left in the field by
shoot and root residues after grain harvesting (Espinoza et al., 2012; Peoples et al., 2001; Rochester et
al., 2001; Williams et al., 2014). However, crop residue-N is not directly available for the following crop
as it requires microbial conversion of organic-N into inorganic-N to make it available for crop uptake
(Kumar and Goh, 2000). However, quantifying the amount of N derived from crop residue
mineralisation and available for the following crop is difficult to predict.

After their incorporation in the soil, crop residues start to decompose first with a rapid decline of
residue-N during the first few weeks followed by a much slower decrease of residue-N in the longer
term (Lupwayi et al., 2006; Lupwayi and Soon, 2009). As residues decompose, their recalcitrant fraction
increases, thus limiting further residue decomposition. Moreover, much of the inorganic N released
from crop residue mineralisation is immobilised by the soil microbial biomass, at least temporarily
(Nicolardot et al., 2001). Nitrogen mineralisation and N immobilisation are concomitant processes, but
the biochemical characteristics of residues such as residue-N concentration and C:N ratio partially
determine the dominant process (Jensen, 1997a; Kumar and Goh, 2000). During residue
decomposition, carbon compounds are rapidly used by soil microbes for their respiration and growth
(Fillery, 2001). Residue organic-N is also rapidly assimilated to fulfil soil microbial-N requirements.
Hence, for residues with high C:N ratio, N released from residue decomposition is not sufficient to
meet microbial-N requirements for growth. N limitation is thus overcome by the assimilation of soil
inorganic-N when available, inducing net N immobiliation. Conversely, for crop residues with a low C:N
ratio, N released from residue decomposition exceeds microbial-N requirements, leading to net N
mineralisation. Since legumes are generally characterised by residues with high N concentrations and
a low C:N ratio compared to cereals (Abiven et al., 2005; Herridge et al., 2008; Jensen et al., 2004;
Nicolardot et al., 2001; Turpin et al., 2002), they are expected to result in higher N mineralisation
fluxes. Other biochemical characteristics of residues, such as lignin, hemicellulose and soluble
compounds, can also influence N mineralisation by soil microflora.

In order to estimate potential crop residue-N mineralisation dynamics, incubations in controlled and
non-limiting N conditions have often been carried out on shoot residues. However, most of these
incubation experiments focused on cover crops used as green manure or on a very limited number of
mature legume residues, such as pea and soybean (Abiven et al., 2005; Justes et al., 2009; Nicolardot
et al., 2001; Redin et al., 2014b). The biochemical characteristics of plant tissues tend to change during

crop growth (Luna-Orea et al., 1996). As the plant matures, straw-N concentration tends to decrease
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while the cellulose, hemicellulose, and lignin fractions increase (Nicolardot et al., 2001). Therefore,
results obtained from legume cover crops-N mineralisation cannot be transposed to mature legume
residues. Several studies included a larger number of mature legume residues (Jensen et al., 2005;
Palm et al., 2001). However, it was not possible to compare residue-N mineralisation between legume
species based on the previous studies as the results from all legume species were presented as an
average value and compared with other botanical families. However, biochemical characteristics may
vary widely between mature legume residues, which might induce differences in their N mineralisation
dynamics.

Many authors have emphasised the importance of taking into account the contribution of the
belowground compartment to better estimate residue-N mineralisation (Evans et al., 2001; Peoples et
al., 2001; Walley et al., 2007). A few studies have measured the amount of N left over by roots after
legume harvesting (Armstrong et al., 1994; lzaurralde et al., 1992; Russell and Fillery, 1996; Voisin et
al., 2002a). Moreover, root residue-N mineralisation has been given little attention compared to
aboveground residues (Palm et al.,, 2001; Zhang et al., 2008). Some authors have studied root
decomposition in field conditions (Jani et al., 2016; Jani et al., 2015) but few studies were carried out
on mature legume root residues (Abiven et al., 2005) while others focused on C mineralisation only
(Aulen et al.,, 2011; Redin et al., 2014a). Nonetheless, grain legume root decomposition could
contribute to the release of N in the soil. As biochemical characteristics may vary among legume root
residues, differences in N mineralisation should be expected when considering a wide range of legume
species.

Therefore, our aim was to quantify the amount of N left by shoot and root residues after grain
harvesting for ten legume crops and two cereals. To do this, shoot and root residues of mature plants
were grown either in field conditions or in outer pots. The biochemical composition of shoot and root
residues was assessed to evaluate the intra-specific variations among legumes and the differences
between legumes and cereal crop residues. Shoot and root residues were also compared. Residue-N
mineralisation was measured in incubations under controlled conditions and related to residue
biochemical characteristics. Measurements from the field experiment (N amounts present in residues)
and from soil incubations (N mineralised from residues), were combined to estimate the amounts of
N that potentially mineralised from shoot and root residues and available for the following crop, after

the incorporation of residues in the soil.
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2. Materials and Methods
2.1. Field experiments

2.1.1. Site

Two field experiments were carried out at the INRA experimental site of Breteniére (Eastern France;
47.241 N, 5.115 E, altitude = 206 m) in 2014 and 2016. The soil is classified as a Cambisol (Eutric) (WRB,
2006) with a clayey surface layer (depth = 0.65 + 0.15 m) developed on an alluvial coarse layer. In 2014,
the soil had the following characteristics: clay = 425 g kg%, silt =515 g kg, sand = 60 g kg™, organic C =
19.3 g kg™, organic-N =1.69 g kg?, pH = 7.3, CaCO3 < 1 g kg*. In 2016, the soil characteristics were: clay
=512 gkg?, silt =428 g kg?, sand = 60 g kg™, organic C = 19.6 g kg?, organic-N = 1.81 g kg, pH = 7.8,
CaCOs=4gkg™.

2.1.2. Treatments and experimental design

The following ten legume species: chickpea (Cicer arietinum), common bean (Phaseolus vulgaris),
common vetch (Vicia sativa), faba bean (Vicia faba), fenugreek (Trigolia foenum-graecum), lentil (Lens
culinaris), lupin (Lupinus albus), pea (Pisium sativum), soybean (Glycine max) and Narbonne vetch
(Vicia narbonensis) were included in both experiments (see Table 1 for cultivars). They were sown
either in March or in May, depending on the physiology of each species. In the 2014 field experiment,
fenugreek was sown in May, while it was sown in March in the 2016 field experiment (Table 1). To
ensure symbiotic N; fixation, legumes seeds were inoculated at sowing with species-specific strains of
N,-fixing bacteria, as described in Guinet et al. (2018). Two fertilised cereal crops: barley and sorghum
(Sorghum bicolor) (later called Barley + N and Sorghum + N) were also included in both experiments
and sown in March and May, respectively (Table 1). N fertilisation was applied in the form of NH4NO3;
at rates of 135 kg N ha? in 2014 and 70 kg N ha in 2016 for barley, and 100 kg N ha™ for sorghum in
both experiments. Irrigation was applied to reduce water stress. In the 2014 field experiment, for
species sown in March, 35, 40 and 50 mm were supplied on March 26", May 16" and June 18™,
respectively. For species sown in May 2014, 40, 40 and 50 mm were supplied on May 16", May 27"
and June 14™, respectively. In the 2016 field experiment, 50 mm were supplied on July 11*" on species
sown in May. Weeds were controlled by hand weeding and one insecticide (Karate Zeon) was applied
on April 25™ 2014 and April 21" 2016. Crops were sown on 1.5 m wide and 12 m long micro-plots with

four replicates per species; the sowing densities are given in Table 1.

2.1.3. Samplings
At physiological maturity (Table 1), shoots were harvested on subplots of 1 m? for all crops in both
experiments. Straws were separated from grains to determine shoot residues left in the soil at

maturity. Grains were harvested mechanically on the rest of the plots. No grains were harvested for
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chickpea and fenugreek in 2014 and Narbonne vetch in 2014 and 2016, due to climatic conditions
which were unsuitable for grain production. The whole plant was considered as shoot residues in those
cases.

In the 2014 field experiment, roots were also collected at physiological maturity from soil cores using
a 20 cm diameter and 40 cm deep cylinder to excavate the soil. The cylinder (8 replicates per species)
was centred on a row and included 2 to 10 plants depending on plant density for each species. Soil
cores were placed in saturated salted water for 24 h to facilitate clay dispersion. The roots were then
gently washed free of soil with water. Shoots above the excavated soil cores were also collected to
determine the root:shoot ratio. Root biomass was then calculated by multiplying shoot biomass

(measure from 1 m? plots) by root:shoot ratio (measured from soil core samples).

Table 1 Cultivar, sowing date, sowing density and harvest date for species cultivated in the 2014 and
2016 field experiments

Crop species Cultivar Sowing date Sowing density Harvest date
(seeds m?)
Field Experiment | (2014)
Common vetch Candy 100 11 July 2014
Faba bean Espresso 45 25 July 2014
Lentil Anicia 250 11 July 2014
_ 18 March 2014 luly 20
Lupin Feodora 70 1 August 2014
Pea Kayanne 80 1 July 2014
Barley + N Irina 350 15 July 2014
Chickpea Twist 70 16 September 2014
Common bean Flavert 30 4 September 2014
Fenugreek Hanka 180 5 September 2014
5 May 2016
Narbonne vetch Clara 35 5 September 2014
Soybean Sultana (000) 70 5 September 2014
Sorghum + N Québec 30 5 September 2014

Field Experiment 1l (2016)

Common vetch Candy 15 March 2016 100 27 July 2016

Faba bean Espresso 29 February 2016 45 2 August 2016
Fenugreek Fenu-Fix 15 March 2016 180 2 August 2016
Lentil Anicia 15 March 2016 250 27 July 2016

Lupin Feodora 18 March 2016 70 12 August 2016
Pea Kayanne 18 March 2016 80 13 July 2015

Barley + N Irina 15 March 2016 350 20 July 2016
Chickpea Vulcano 55 12 September 2016
Common bean Flavert 30 12 September 2016
Narbonne vetch Clara 17 May 2016 35 1 September 2016
Soybean Sultana (000) 70 12 September 2016
Sorghum + N Québec 30 14 September 2016
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2.2. Quter pot experiment

2.2.1. Experimental treatment

In order to better estimate the amount of N left over by root residues, a parallel experiment in outer
pots was also carried out in 2016 at INRA in Dijon (France). The ten legumes species cultivated in the
2016 field experiment were grown using the same cultivars (Table 1) and Rhizobia strains. The sowing
dates were very close to those of the 2016 field experiment (March 18" 2016 for common vetch, faba
bean, fenugreek, lentil, lupin, pea or May 20" 2016 for chickpea, common bean, Narbonne vetch and
soybean). Thus the plants were subjected to climatic conditions similar to those of the 2016 field

experiment.

2.2.2. Growing conditions

Seeds calibrated to ensure homogenous weight were sown in 12 L pots filled with 60% attapulgite and
40% clay pebbles. Each pot contained four seeds per legume species, with 4 replicates per species.
Legumes species were randomised for each sowing date. Pots were watered twice a day with a nutrient
solution to avoid any water stress. The nutrient solution (0.16 mM KNOs, 0.80 mM K;HPQ4, 0.24 mM
Ca(NOs); + 4H,0, 1.00 mM MgSO4 + 7H,0, 2.27 mM CaCl, 0.62 mM K,S04, 0.20 mM NaCl) contained
small amounts of N (0.625 mM) to reduce the risk of N deficiency during the early stages of plant

growth, before the establishment of symbiotic N, fixation.

2.2.3. Samplings

At physiological maturity, the legume plants were harvested and the four plants per pot were pooled.
Straws were separated from the seeds and the roots were gently removed from the soil and washed
with water. During the outer pot experiment, fenugreek presented disease symptoms on shoots which
greatly limited growth and seed production, hence, no data are presented for fenugreek for the outer

pot experiment.

2.3. Processing of shoot and root residues from the field and outer pot experiments

2.3.1. Measurements

Shoot and root residue dry matter (DM) was determined on samples from the field and the outer pot
experiments after oven-drying for 48 h at 80°C. Samples were ground (< 80 um) and N and C
concentrations measured using an elemental analyser (ANCA-GLS, Sercon Ldt., Crewe, UK).
Biochemical analyses were performed on shoot residues from both the field experiments and on root
residues from the outer pot experiment. Samples from the four replicates were pooled for each species
from each experiment. A standard procedure (AFNOR, 2013) derived from the method proposed by
van Soest (1963) was used to determine soluble compounds (SC), hemicellulose (HEM), cellulose (CEL)

and lignin (LIG) fractions. The biochemical fractions were expressed as a proportion of DM.
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2.3.2. Incubations

In 2014 and 2016, soil was collected on the first 30 cm in the field experiments. Fresh soil was sieved
at 6 mm and stored for a few days at ambient temperature before use.

For each species in the 2014 field experiment, shoot residues ground to 1 mm were incubated using
the soil sampled in 2014. Root residues from each legume species collected from the outer pot
experiment were also incubated using the soil collected in 2016 (Table 2). All residues were
incorporated in soil at a rate of 8 g DM kg dry soil (4 replicates per treatment and sampling date). Soil
samples and crop residues were thoroughly mixed and placed in polyethylene pots before being
incubated in 2 L glass jars (10 polyethylene pots per jar). A treatment without any residue (control soil)
was also included in each incubation experiment to measure N mineralisation from native soil organic
matter. To avoid any limitation in C decomposition and N immobilisation by microbial biomass due to
soil inorganic-N deficiency, a sufficient amount of inorganic-N (> 20 mg N kg dry soil) was added to
the soil in KNOs form before the beginning of incubation, as indicated by Nicolardot et al. (2001). Soil
moisture content was monitored to ensure a constant value during the whole period of incubation,
corresponding to field capacity (34 g 100 g* dry sol). The incubations were carried out for 112 days at
a constant temperature of 28°C.

Inorganic-N from the control soil and from the soil + crop residue mixtures were extracted 7, 14, 28,
58, 84, and 112 days after the beginning of the incubations using 1 M KCI (1 h shaking at ambient
temperature, soil weight (g):solution volume (mL) ratio = 1:4). After 1 h of sedimentation, 10 mL of
solution were sampled and stored at -20 °C until analysis.

Inorganic-N (NHs* and NOs5’) from the extracted solution was measured by colorimetry using a Global
240 analyser (BPC Biosed, Italy). Nitrate and nitrite were measured using an adaptation of the method
of Kamphake et al. (1967) and ammonium using a method published by Krom (1980).

N mineralisation on the control soil and on the soil + crop residue mixture was calculated as the
difference between inorganic-N present in soil at the different dates of incubation and inorganic-N
present in soil at the beginning of incubation. Then, N mineralisation from the crop residues was
calculated as the difference between N mineralisation in control soil and that in the soil + crop residue

mixture. Results were expressed in percentage of total-N added by the crop residues.
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Table 2 Origin and characteristics of the crop residues incubated

Species ID Residues Growth conditions C:N ratio

Common vetch Cv shoots 2014 field experiment 28.6
Faba bean Fa shoots 2014 field experiment 34.2
Lentil Le shoots 2014 field experiment 31.9
Lupin Lu shoots 2014 field experiment 69.7
Pea Pe shoots 2014 field experiment 64.6
Barley + N Ba shoots 2014 field experiment 73.2
Chickpea Ch shoots 2014 field experiment 23.4
Common bean Cb shoots 2014 field experiment 28.8
Fenugreek Fe shoots 2014 field experiment 18.4
Narbonne vetch Nv shoots 2014 field experiment 13.6
Soybean So shoots 2014 field experiment 47.8
Sorghum + N Sg shoots 2014 field experiment 50.0
Common vetch Cv roots outer pots 16.6
Faba bean Fa roots outer pots 26.8
Lentil Le roots outer pots 21.9
Lupin Lu roots outer pots 36.4
Pea Pe roots outer pots 18.7
Chickpea Ch roots outer pots 25.5
Common bean Cb roots outer pots 17.5
Narbonne vetch Nv roots outer pots 13.1
Soybean So roots outer pots 24.9

2.4. Calculation of the amount of N potentially mineralised from shoot and root residues in field
conditions

The potential amount of inorganic N derived from residue mineralisation corresponds to the maximum
amount of N mineralised from residues in non-limiting conditions of temperature, soil moisture and
soil inorganic N. It was calculated by multiplying the percentage of N mineralised from the shoot and
root residues during incubation by the amount of N present in shoot and root residues at harvest in
the 2014 field experiment. As the amounts of N in root residues were probably underestimated in the
field experiment, amounts of N in root residues were also estimated by multiplying the amount of N
in shoot residues measured in the 2014 field experiment by the N root:shoot ratio measured in the
2016 outer pot experiment.

The potential amounts of inorganic N derived from residue mineralisation was calculated from the
sampling time 28 days after the beginning of the incubations. This sampling time was chosen since it
is the equivalent of ten months’ residue mineralisation in field conditions (period between residue

incorporation in the soil and the subsequent winter wheat harvest the next summer) using the concept
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of normalised days (Recous et al., 1998). The concept of normalised day allows comparing situations
with contrasting temperature and soil moisture conditions, by converting the number of days with
variable temperature and humidity to a number of days at a reference temperature and optimal
moisture. Thus, the number of days of incubation and the number of day following residue
incorporation in the 2014 field experiment were corrected by applying the following temperature f(T)

and moisture g(6) functions:
f(T) — e(0.115(T—Tref) (1)

where Tref is the reference temperature, set at 11°C in this paper (mean annual temperature at the

INRA experimental site of Breteniere).

g _(0-0WP)

g(8) =0.2+0. (OFC_oWD)

()

where 0 is the soil moisture content, B¢c the soil moisture content at field capacity (0.34 g 100 g dry
soil) and Bwp (0.18 g 100 g dry soil) the soil moisture content at wilting point.

For the 2014 field experiment, the mean soil moisture content during the ten months following residue
incorporation was 0.30 g 100 g* dry soil. It was measured through monthly sampling of the 0-30 cm
soil layer. As soil moisture content in the soil incubations was maintained at field capacity (34 g 100 g
1 dry soil), no correction on soil moisture content had to be performed when we calculated normalised

days.

2.5. Data analysis

Data analyses were performed using the R software version 3.4.2.(R Core Team, 2016). ANOVA were
performed to test the effects of species, year and the interaction of species x year on residue DM.
Homoscedasticity and normality of residue DM residuals were tested using a Bartlett and Shapiro-Wilk
test, respectively Proportion data (i.e. shoot an root N concentration, proportion of total residue DM
in roots and proportion of total residue-N in roots), were analysed using beta regression model with a
logit link function from the betared package. Where species effect was significant, differences between
pairs of species were tested using post-hoc pairwise multiple comparison.

Multivariate analyses were performed to determine how residue biochemical proprieties differed
between crop species and plant organs (shoot and root) and to analyse the correlation with residue-N
mineralisation measured in the incubation experiments. Samples were ordered through a Principal
Component Analysis (PCA) using the Canoco 5.10 program (ter Braak and Smilaueur, 2012). Variables
were standardised to obtain equal weights in the PCA. Ascending hierarchical clustering was also

performed on the data using the coordinates obtained for each axis of the PCA. To calculate the
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dissimilarity matrix among residues, the Euclidian distance was implemented using the hclust function.

To minimise intragroup inertia losses, Ward’s minimum variance method was used.

3. Results

3.1. Shoot residue dry matter at harvest in the field experiments

In 2014, shoot residue-DM at harvest varied greatly among species with values ranging from 2.6 t ha™
(Narbonne vetch) to 7.2 t ha (chickpea) (Fig. 1). The two N fertilised cereals had among the highest
shoot DM with soybean and chickpea. On the contrary, common bean, common vetch, lentil, lupin,
and Narbonne vetch had the lowest shoot residue-DM (on average 3.1t ha). No clear distinction could
be drawn according to shoot residue-DM between grain harvested legumes and legumes for which the
whole plant was considered as crop residue (no grain production). Indeed, shoot residue-DM varied
from 2.9t ha (lupin) to 5.4t ha (soybean) for the first group of legumes and from 2.6 t ha* (Narbonne
vetch) to 7.2 t ha? (chickpea) for the second group of legumes. Shoot residue-DM was affected
differently by year and according to crop species. In 2016, common vetch, chickpea and soybean
presented -1, -2.1 and -2.1 t ha? of shoot residues-DM, respectively, in 2016 compared to 2014. On
the contrary, faba bean presented + 2.5 t ha* of shoot residue-DM in 2016 compared to 2014. For
common bean, fenugreek, lentil, lupin, pea, Narbonne vetch barley and sorghum shoot residue-DM

was similar in 2014 and 2016.
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Fig. 1 Shoot residue dry matter measured at harvest in the field experiments in 2014 (blue) and 2016
(green) for the ten legumes (solid) and the two N fertilised cereals (hatched). Bars with a heavy dark
border indicate legumes for which the whole plant was considered as a crop residue since there was
no grain production. Values are means (n = 4, + SD (standard deviation)). The results of the analysis of
variance (ANOVA) for the significant main effects (species and year) and their interaction (species x
year) are shown as ***p < 0.001
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3.2. Dry matter and N distribution between shoot and root residues

In the 2014 field experiment, root DM at harvest represented a very small proportion of total crop
residue-DM (shoot + root) (Table 3). Roots represented in average 6% of total crop residue-DM, with
values ranging from 3% (fertilised barley) to 17% (fertilised sorghum). The proportion of N in root
residues compared to the overall amount of N in crop residues (shoot + root) was even lower for most
species and was 4% on average (Table 3). Values ranged from 1.5% (chickpea, fenugreek and Narbonne
vetch) to 8.2% (fertilised sorghum). Compared to the proportion of plant DM present in roots, the
lower proportion of plant-N present in roots was due to a higher N concentration in shoot residues
compared to root residues, except for pea and fertilised barley (Table 3). Shoot-N concentration
ranged from 0.6% (fertilised barley) to 3.6% (Narbonne vetch) while root-N concentration ranged from
0.3% (lupin) to 1.3% (pea). Cereals had among the lowest shoot-N concentrations with pea, lupin and
soybean. On the contrary, legumes with the whole plant considered as crop residue (chickpea,
fenugreek and Narbonne vetch), presented the highest shoot-N concentration values, with an average
value of 2.8%. For these three species, the considerable differences between shoot- and root-N
concentrations explained the even lower proportion of N in root residues in comparison to the other
species.

In the 2016 outer pot experiment, root residues constituted a higher proportion of total crop residue-
DM compared to the 2014 field experiment (Table 4). On average, root residue-DM accounted for 12%
of total crop residues-DM with faba bean, chickpea, Narbonne vetch and soybean presenting the
highest values. Lupin, lentil, pea, and common bean presented higher shoot residues-N concentration
compared to the 2014 field experiment, while the shoot residue-N concentrations for common vetch,
faba bean, chickpea and Narbonne vetch were 0.3, 0.4, 1.3 and 1.4% lower, respectively. Unlike in the
2014 field experiment, the N concentration of the root residues was on average 0.5% higher than for
shoot residues, for all legume species (Table 4). Therefore, the proportion of N in root residues
compared to the total amount of N in residues was much higher in the 2016 outer pot experiment than
in the 2014 field experiment. Values ranged from 6% (pea) to 38% (soybean) with an average value of

17% (Table 4).
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Table 3 N concentrations and root/total residue distributions of dry matter and N amounts of plant
residues, measured at harvest in the 2014 field experiment for the ten legumes and the two N fertilised
cereals. Values are means (n=4)  (standard deviation). For each response variables, values sharing the
same letter (‘a’ and / or ‘b’) are not different according to post-hoc pairwise comparison (***p < 0.001).

Root dry matter Root-N / total Root residues N Shoot residues N

/ total residue residue-N concentration concentration

dry matter (%) (%) (%) (%)
Barley + N 3.3 (0.1) hi 42 (0.2) b 0.81 (0.04) b 0.63 (0.01) g
Sorghum + N 17.0 (1.5) a 8.2 (1.6) a 0.43 (0.06) cd 0.88 (0.01) f
Lupin 6.8 (0.1) d 3.5 (0.5) bc 0.34 (0.02) d 0.68 (0.05) g
Common bean 3.7 (0.1) gh 39 (0.4) bc 1.15 (0.14) a 1.08 (0.03) e
Lentil 5.2 (0.1) ef 43 (0.4) b 1.14 (0.13) a 1.39 (0.06) d
Common vetch 40 (0.1) g 3.1 (0.7) c 1.22 (0.20) a 1.59 (0.23) d
Pea 3.9 (0.1)g 6.9 (0.5) a 1.29 (0.10) a 0.71 (0.07) g
Faba bean 10.2 (0.2) b 3.5 (0.2) bc 0.48 (0.03) cd 1.50 (0.10) d
Soybean 7.6 (0.2) ¢ 7.6 (1.0) a 0.60 (0.08) bc 0.60 (0.10) g
Narbonne vetch 56 (2.3) e 1.9 (0.2) d 1.18 (0.19) a 3.63 (0.13) a
Fenugreek 29 (1.2)i 1.6 (0.5) d 1.38 (0.44) a 253 (0.12) b
Chickpea 5.0 (1.6) f 1.8 (0.1)d 0.79 (0.09) b 2.23 (0.16) c
Signiﬁcance %k %k %k 3k %k % %k %k %k %k 3k k

Table 4 N concentrations and root/total residue distributions of dry matter and N amounts of plant
residues, measured at harvest in the 2016 outer pot experiment for nine legumes. Values are means
(n=4) + (standard deviation). For each response variables, values sharing the same letter (‘a’ and / or
‘b’) are not different according to post-hoc pairwise comparison (***p < 0.001).

Root dry matter

Root-N / total

Root residues N

Shoot residues N

/ total residue residue-N concentration concentration

dry matter (%) (%) (%) (%)
Lupin 10.7 (0.6) cd 14.6 (0.7) cde 1.27 (0.15) e 0.89 (0.15) cd
Common bean 12.3 (1.3) bc 16.7 (4.6) bcd 2.41 (0.13) a 1.77 (0.51) ab
Lentil 8.9 (1.7) de 9.4 (2.5) ef 1.91 (0.23) bc 1.82 (0.20) ab
Commonvetch 6.4 (1.4) ef 10.3 (1.9) def 2.21 (0.07) ab 1.32 (0.24) bc
Pea 48 (09)f 6.3 (23)f 2.21 (0.17) ab 1.76 (0.44) ab
Faba bean 15.6 (1.4) ab 20.6 (2.4) bc 1.53 (0.12) de 1.11 (0.20) ¢
Soybean 17.8 (1.0) a 38.2 (3.9) a 1.69 (0.28) cd 0.59 (0.04) d
Narbonne vetch 17.4 (3.2) a 20.0 (6.6) bc 2.60 (0.32) a 2.26 (0.44) a
Chickpea 158 (2.4) a 232 (49) b 1.52 (0.12) de 0.96 (0.14) cd
Signiﬁcal’lce % 3k %k % 3k sk kK 3k % %k k
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3.3. Biochemical characteristics of shoot and root residues

For most legume species, and for both field experiments (2014 and 2016), soluble compounds
constituted the largest fraction of shoot residues (Fig. 2). In 2014, soluble compounds represented in
average of 45% shoot-DM with values ranging from 32% (lupin) to 53% (Narbonne vetch) (Fig. 2A). In
2016, values were slightly lower for most legume species with an average of 38% of shoot dry matter
(Fig. 2B). Regardless of the year, lupin always presented the lowest soluble compound fraction (on
average 29% of shoot-DM), while Narbonne vetch and common bean had the largest soluble fraction
(on average 52% of shoot-DM). Legume crop residues-DM also presented large cellulose fraction. In
2014, the cellulose fraction ranged from 23% (Narbonne vetch) to 43% (lupin) of shoot DM. The
cellulose fractions were similar in the 2016 field experiment compared to the 2014 field experiment,
except for fenugreek, lupin and soybean for which the cellulose fraction represented on average 8%
more of shoot-DM in 2016 compared to 2014.Hemicellulose and lignin fractions were relatively small
with an average value of 16 and 11% shoot-DM, respectively, regardless of the legume species and
year.

Cereal shoot residues exhibited very contrasting biochemical characteristics compared to legume
shoot residues (Fig. 2). For both years, cereal shoots had smaller soluble compound fractions, which
represented 23 and 29% of shoot-DM for barley and sorghum, respectively. On the contrary, barley
and sorghum presented the largest hemicellulose fractions (31 and 27% of shoot-DM for barley and
sorghum, respectively).

Biochemical characteristics of root residues also differed among legume species grown in the 2016
outer pot experiment (Fig. 3). Soluble compound fractions represented on average 33% of root-DM.
The lowest values were measured for faba bean, lupin and soybean (on average 22% of root-DM) while
chickpea (49%) and Narbonne vetch (48%) presented the largest soluble compound fractions. The
importance of cellulose fraction in root residues followed the opposite trend. Species with smaller
soluble compound fractions presented larger cellulose fractions and vice-versa. Legume root residues
showed similar hemicellulose fractions, with an average value of 16% of root-DM. Root residues had
large lignin fractions with an average value of 19% of root-DM. Lignin fraction ranged from 11%

(chickpea) to 32% of root-DM (faba bean).
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Fig. 2 Biochemical characteristics of shoot residues sampled at harvest for the field experiments
conducted in 2014 (A) and 2016 (B). Data are expressed in% of shoot residues-DM for the ten legumes
(solid) and two N fertilised cereals (hatched). Bars with a heavy dark border indicate legumes for which
the whole plant was considered as crop residue since there was no grain production. LIG: lignin; HEC:
hemicellulose; CEL: cellulose; CS: soluble compounds
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Fig. 3 Biochemical characteristics of root residues sampled at harvest for the 2016 outer pot
experiment. Data are expressed in % of root residue-DM for nine legumes. LIG: lignin; HEC:
hemicellulose; CEL: cellulose; CS: soluble compounds
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3.4. Shoot and root residues-N mineralisation dynamics

Inorganic-N derived from residue mineralisation in incubation varied widely among residues with
contrasting dynamics over time (Fig. 4). For the shoot residues, the highest net N immobilisation was
measured at day 14 for most species with values ranging from -83.4% to -1.1% residue total-N for
barley and Narbonne vetch, respectively (Fig. 4A). The highest net N immobilisation was observed at
day 28 for sorghum (-53%) and soybean (-55%) and at day 56 for faba bean (-13%) and pea (-36%).
Then, net N mineralisation occurred later during the incubation period. However, for barley, faba bean,
lupin, pea, sorghum and soybean shoot residues, the concentrations of inorganic-N in the soil + residue
mixture at the end of the incubation period were lower than those in the corresponding control soils
(i.e. net mineralisation was still negative). Conversely, for chickpea, common bean, common vetch,
fenugreek, lentil and Narbonne vetch, the concentrations of inorganic-N in the soil + residues mixture
after 14 to 112 days of incubation were higher than those in the corresponding control soils (i.e. net N
mineralisation was positive). A similar trend was observed for root residues (Fig. 4B) with an initial
period of net N immobilisation by microbial biomass followed by net N mineralisation later during the
incubation. However, net N mineralisation at the end of the incubation period was still negative for
lupin, faba bean, and chickpea root residues while net N mineralisation ranged from + 4 to + 23% for

common bean, common vetch, lentil, pea, Narbonne vetch and soybean.

3.5. Shoot and root residue-N mineralisation related to their C:N ratio

The C:N ratio of the residues used for the incubations varied widely among species (Table 2 and Fig.
5). For the shoot residues from the 2014 field experiment, the residue C:N ratio ranged from 13.6 for
Narbonne vetch to 73.2 for barley. Cereals had among the highest C:N ratios with pea, lupin and
soybean, while legumes for which the whole plant was considered as crop residues in 2014 (Narbonne
vetch, fenugreek and chickpea), had the smallest values. For root residues collected from the 2016
outer pot experiment, C:N ratios ranged from 13.1 to 36.4, with Narbonne vetch, common vetch and
pea having the smallest C:N ratios while faba bean, chickpea and lupin had the highest values. Residue-
N mineralisation was negatively related to the C:N ratio, considering the percentage of residues-N
mineralised after 28 days of incubation and the C:N ratio of shoot or root residues (Fig. 5). However,
for a similar C:N ratio, root residues tended to have a lower N mineralisation rate compared to shoot

residues, especially for the highest of C:N ratio values.
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Fig. 4 Dynamics of N mineralisation from shoot residues (A) and root residues (B) measured during the
incubation of the ten legume crop residues (®) and the two N fertilised cereal crop residues (O). Values
are means (n =4) = SD (standard deviation). Species ID are specified in Table 2. The arrow in each graph
corresponds to the sampling date at day 28. Numbers indicate the crop residues C:N ratios
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Fig. 5 Percentage of N mineralised from shoot (blue) and root (brown) residues, measured in
incubations after 28 days at 28°C, as a function of residues C:N ratio, for ten legumes (®) and two N
fertilised cereals (O). Values are means (n = 4) + SD (standard deviation). Species ID are specified in
Table 2
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3.6. Nitrogen mineralisation related to the biochemical profile of shoot and root residues

A PCA was performed to test whether the biochemical characteristics of residues could account for the
N mineralisation rates among species and type of organ. The first and second axis of the PCA accounted
respectively for 53.4 and 29.8% of the total variance (Fig. 6). The cellulose (24.3%) and hemicellulose
(14.5%) fractions of residues-DM, the residues C:N ratio (21.8%), and the residues-N mineralisation
rate after 28 days (23.9%) contributed most to the first axis. Moreover, N mineralisation rates of
residues were negatively correlated with the first three variables. Two variables contributed most to
the second axis and were negatively correlated: lignin (53.6%) and soluble compounds (27.2%)
fractions of residues-DM. A clear separation between root and shoot residues appeared, with a
distinction mostly made on axis 2 (Fig. 6B). Root residues presented higher lignin fractions and lower
soluble compound fractions in comparison to shoot residues, except for Narbonne vetch and chickpea.
Residues were then grouped using a hierarchical clustering analysis (Fig. 6B). The first cluster included
root residues from common vetch, faba bean, lentil, lupin, pea and soybean with residues
characterised by large lignin fractions. The second cluster included shoot residues from lupin, pea,
barley and sorghum, characterised by large cellulose and hemicellulose fractions, high C:N ratio and
low N mineralisation rates. The third cluster included the other residues which presented higher N

mineralisation rates compared to the second cluster and lower lignin fraction compared to the first

cluster.
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Fig. 6 (A) Correlation circle with the two first axes of the principal component analysis (PCA) performed
for the matrix of shoot and root residues used in the incubation experiment (Table 2; n = 21) and
biochemical characteristics (n = 6; lignin (LIG); hemicellulose (HEC); cellulose (CEL); soluble compounds
(CS); C:N ratio (C:N); % residues-N mineralised measured after 28 days incubation (Nres_min). (B)
Scatter diagram with the first two axes of the PCA. Root residues from the 2016 outer pot experiment
(brown points); shoot residues from the 2014 field experiment (blue points); legume crop residues (®);
cereal crop residues (O). Species ID are specified in Table 2. Clusters of the 21 residues are represented
in red. Clusters were obtained using Ward’s hierarchical clustering according to the Euclidean distance
matrix comparing all variables (used in PCA analysis) for each crop residue
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3.7. Amount of N potentially mineralised from shoot and root residues

Except for fenugreek and Narbonne vetch, shoot residues-N mineralisation induced net N
immobilisation by soil microbial biomass after ten months following residue incorporation (Table 5).
However, soil inorganic-N immobilisation was always higher for cereal shoot residues compared to
legume species. Barley and sorghum shoot residue decomposition induced 6 kg N ha™ (soybean) to 30
kg N ha (Narbonne vetch) more soil inorganic-N immobilisation compared to legumes.

In the 2014 field experiment, the amount of N measured in root residues was very small and
represented on average 2.2 kg N ha for legume crops (Table 6). When estimated from the root-
N:shoot-N ratio of the 2016 outer pot experiment, the N in root residues for the 2014 field experiment
was much higher, on average 14. 6 kg ha™™. Total-N contained in root residues was highest for chickpea,
Narbonne vetch and soybean. However, ten months after harvest, soil inorganic-N immobilisation by
the microbial biomass was extremely small and very close among species for both calculations of N
root residues. On average, legume root residues induced 2 kg N ha* of soil inorganic-N immobilisation.
Chickpea was the only legume species for which a higher amount of soil inorganic-N immobilisation
was expected when the amount of N in root residues was estimated from the root-N:shoot-N ratio of

the 2016 outer pot experiment.

Table 5 Calculation of the amounts of N potentially mineralised from the shoot residues in the 2014
field experiment

Shoot residues-N Shoot residues-N Potentially mineralised-N
(kg N ha'?)2 mineralised (kg N ha'l) ¢
(%)®
Sorghum + N 48 -53.3 -26
Barley + N 30 -78.4 -24
Soybean 33 -55.2 -18
Lupin 20 -53.2 -11
Pea 29 -29.7 -9
Faba bean 61 -11.0 -7
Common vetch 53 -10.8 -6
Common bean 34 -13.7 -5
Lentil 46 -7.8 -4
Chickpea 161 -3.0 -5
Narbonne vetch 94 2.1 2
Fenugreek 112 3.4

a: measured at harvest in the 2014 field experiment
b: measured after 28 days of incubation at 28°C
c=a*b/100
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Table 6 Amounts of N potentially mineralised from the root residues

Root residues-N  Root residues-N Root residues-N Potentially
measured estimated mineralised mineralised-N
(kg N ha?) @ (kg N ha!)® (%) © (kg N ha?) ¢
Soybean 2.7 20.3 -18.2 -0.5;-3.7
Lupin 0.7 3.4 -44.5 -0.3;-1.5
Pea 2.1 1.9 -3.1 -0.1;-0.1
Faba bean 2.2 15.8 -37.2 -0.8;-5.9
Common vetch 1.7 6.1 0.0 0.0;0.0
Common bean 1.4 6.7 -16.3 -0.2;-1.1
Lentil 2.1 4.8 2.9 -0.1;-0.1
Chickpea 3.0 48.6 -45.3 -1.4;-22.0
Narbonne vetch 1.8 23.5 12.6 0.2;3.0

a: measured in the 2014 field experiment

b: estimated from the amount of N in shoot residues measured in the 2014 field experiment by multiplying with the
proportion of N in root residues relative to N present in shoot residues measured in the 2016 outer pot experiment

c: measured after 28 days of incubation at 28°C

d=a*c/100;b*c/100

4. Discussion

4.1. Amounts of inorganic-N left by shoot and root residues

In 2014, the total amounts of N left by shoot residues were quite similar between harvested grain
legumes and cereals. However, most harvested grain legumes compared to cereals had among the
lowest shoot residue-DM but among the highest N concentrations, as highlighted by Jeuffroy et al.,
2015 for pea. However, in our study pea, lupin and soybean shoot residues had low N concentrations
and thus high C:N ratios, in the same range as cereals. High C:N ratios have already been reported for
soybean and pea (Nicolardot et al., 2001; Soon and Arshad, 2002). However much lower C:N ratios
were also often measured for both species (Abiven et al., 2005; Jensen, 1997a; Jensen et al., 2012;
Kumar and Goh, 2003). In the 2014 field experiment, lupin, pea and soybean exported on average 87
% of the aboveground-N to the harvested grains (data not shown), which could explain the high C:N
ratios we measured in the shoot residues compared to other studies. Conversely, in the 2014 field
experiment the other harvested grain legumes had an average N harvest index of 68% (NHI: proportion
of aboveground-N in the grains), probably explaining their lower C:N ratios compared to lupin,
soybean, pea and the two cereals. Moreover, legumes with no grain production (chickpea, fenugreek
and Narbonne vetch) had the highest N concentrations and lowest C:N ratios in shoot residues, with
values close to those usually measured for non-mature legume residues (Cassigneul et al., 2015;
Couédel et al., 2018; Lupwayi et al., 2006; Tribouillois et al., 2015a; Wivstad, 1999). For these three
species, the N accumulated in the vegetative part during the legume cycle was not re-mobilised and
exported by the grains. Therefore, large NHI reduces the amount of N left by shoot residues. The

amounts of N in shoot residues therefore depends on plant growth driving plant-N accumulation and
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on the distribution of N between straw and grains, both highly dependent on soil and climatic
conditions.

In the vast majority of published data, root-N was not measured, mostly due to technical difficulties in
excavating roots, especially in field conditions (Zhu et al., 2011). In the 2014 field experiment, root-N
was estimated from soil core excavation at harvest. However, the proportions of total-N in the roots
measured in the field experiment were very low compared to published data on chickpea (Turpin et
al., 2002), faba bean, soybean, lupin (von Fragstein, 1995), pea and barley (Armstrong et al., 1994;
Izaurralde et al., 1992; Wichern et al., 2007) in which root-N accounted for between 11 and 27% total
plant-N. However, for faba bean and pea, the proportion of total residue-N in the roots measured in
the field experiment (4 and 7%, respectively) were in agreement with Jensen et al. (2010) and Voisin
et al. (2002a), who found values close to 5%. Some of the differences between our data and most of
the published data may be due to soil and climate conditions, which are known to modify the
shoot:root ratio (Kramer-Walter and Laughlin, 2017; McConnaughay and Coleman, 1999). Moreover,
technical bias may also explain the low measured values. The high proportion of clay in the soil made
root physical recovery from the soil difficult, especially for thin roots. Roots were also only collected in
the first 40 cm of the soil, undoubtedly leading to an underestimation of root-DM and -N. Nevertheless,
legumes are characterised by shallow root systems with most of the roots are located in the first 20-
30 cm of the soil (Voisin et al., 2002a; Williams et al., 2013). Furthermore, at maturity, root-N
concentrations were low compared to other studies that measured root-N concentrations close to 2%
for pea (Izaurralde et al., 1992; Voisin et al., 2002a), 1.4% for soybean and common bean (Redin et al.,
2014a) and 1% for faba bean (Jensen et al., 2010).

In greenhouse experiments, the proportion of total plant-N in roots-N is often higher than in field
experiments, partially because root physical recovery is much easier (Anglade et al., 2015; Khan et al.,
2002; Khan et al., 2003; Mahieu et al., 2007; Unkovich and Pate, 2000), in accordance with our own
results in outer pots where root-N accounted in average for 17% of total residues-N. Furthermore,
root-N decomposition at the end of the legume growth cycle may be much lower than in field
conditions, due to very limited microbial biomass in the substrates. Therefore, this could explain the
much higher N concentrations measured in the outer pot experiment compared to the field
experiment.

As such, in the 2014 field experiment, root-N as a proportion of total residue-N at harvest may have
been clearly underestimated and the values from the outer pot experiment are closer to those
generally suggested in the literature (Armstrong et al., 1994; Unkovich et al., 1994; Walley et al., 2007).
Nevertheless, total belowground-N was certainly underestimated in the field and the outer pot
experiments since root-N was measured at maturity and N rhizodeposition in the form of organic

materials during the plant life cycle was not quantified.
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4.2. Shoot and root residue-N mineralisation according to their biochemical characteristics

Shoot and root residue decomposition induced initial net inorganic-N net immobilisation by microbial
biomass, after their incorporation in the soil, as was reported by Jensen (1997a), Nicolardot et al.
(2001), and Trinsoutrot et al. (2000). Net N immobilisation intensity, however, varied widely among
residues. Several studies based on cereal residues and a very limited number of mature legume
residues such as pea and soybean or based on cover-crop residues, established a relationship between
the residue C:N ratio and residue N mineralisation (Jensen, 1997a; Jensen et al., 2005; Justes et al.,
2009; Kumar and Goh, 2003; Vigil and Kissel, 1991). According to our study, this relationship can be
extended to cover a wide range of mature legume residues, as residue-N mineralisation was highly
correlated with the residue C:N ratio after 28 days incubation. Legume residues generally having lower
C:N ratios than cereals generated lower amounts of N immobilised by microbial biomass.
Consequently, larger amounts of soil inorganic-N are available after legumes crops with low C:N ratios
compared to cereals.

After 28 days incubation, positive net N mineralisation occurred at least for residues with C:N ratio
lower than 19 for shoot residues and 16 for root residues. A threshold of residues C:N ratio < 25 is
generally given by several authors (Frankenberger and Abdelmagid, 1985; Kumar and Goh, 2000;
Trinsoutrot et al., 2000) to predict net N mineralisation from residues. The small difference in threshold
between the literature and our results might simply be due to the sampling date we chose (28 days).
A threshold of C:N ratio = 24 for shoots and roots was found after 112 days incubation (not shown), as
net N mineralisation continued to occur between 28 and 112 days incubation. In our incubation
conditions, 28 days correspond more or less to ten months of decomposition of residue after its
incorporation in soil under field conditions. Therefore, when considering a subsequent crop for which
the growth cycle is around 10 months (winter wheat for example), only residues with C:N ratios lower
than 19 for shoots and 16 for roots will lead to positive amounts of inorganic-N available for the
subsequent crop.

However, even if no inorganic-N is released in the soil by residue-N mineralisation in the short term,
residue-N incorporated in the soil organic matter contributes to long-term soil N fertility (Crews and
Peoples, 2005). Soil microbial biomass turnover may also provide inorganic-N over a longer timescale.
However, it is known that rapid residue decomposition can have a negative impact on soil organic Cin
the longer term. Because of lower legume C:N ratios compared to cereals, cropping systems including
legume crops tend to reduce soil organic C accumulation compared to cereal based cropping systems
(Plaza-Bonilla et al., 2016). A low legume residue C:N ratio can also modify the soil micro-organism
community due to greater C use efficiency and hence increase soil native organic matter

decomposition (Derrien et al., 2014).
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Taken alone the residue C:N ratio cannot explain all the variability of N mineralisation among species
and plant organs. Barley, lupin and pea had similar shoot residue C:N ratios, but barley induced
respectively 1.5 and 2.5 times more N immobilisation compared to lupin and pea. Interestingly, barley
had much higher hemicellulose fractions compared to pea and lupin. Hemicellulose is a structural
polysaccharide, reducing the availability of residue-N for the microbial biomass. Therefore, a high
barley hemicellulose fraction could explain the higher inorganic-N immobilisation during residue
decomposition. On the contrary, compared to lupin and barley, pea had a much higher soluble
compound content, making residue-N easily degradable by microbial biomass and leading to lower
amounts of N immobilisation.

Furthermore, for a similar C:N ratio, N immobilisation was higher for root residues compared to shoot
residues. Most shoot and root residues could be distinguished according to the lignin fraction, as
highlighted by Abiven et al. (2005) and Bertrand et al. (2006). Although not directly related to N
mineralisation rates, the lignin fraction could partially explain the differences in N mineralisation
observed between shoots and roots for a given C:N ratio. Lignin is known to reduce net N
mineralisation as it degrades into polyphenols, which become recalcitrant humic polymers once
combined with N compounds. Moreover, lignin tends to create a physical barrier and therefore
reduces the availability of more decomposable compounds for soil microbes (Haynes, 1986; Kumar
and Goh, 2000). It leads to greater N immobilisation for materials with high lignin and polyphenol
contents (Palm et al., 2001). This may be all the more the case for grain legume roots as they usually
present higher lignin fractions compared to cereals (Abiven et al., 2005; Redin et al., 2014a). Legumes
have a tap root system with in general thicker roots than cereals (Hamblin and Tennant, 1987; Petrie
and Hall, 1992; Redin et al., 2014a), usually correlated with higher lignin fractions (Prieto et al., 2015).
However, the lignin fraction did not completely explain the differences between shoot and root
residues. Interestingly, chickpea and common bean root residues had small lignin fractions comparable
to those of shoot residues, but the root residues of both species presented low N mineralisation rates
for their given C:N ratios. However, this trend could not be explained by any particular biochemical

characteristics.

4.3. Residue-N potentially available for the following crop

Taking into account only the amount of N in shoot and root residues to estimate the amount of N that
may be available for the following crop is certainly not enough. Only part of the residue-N is
mineralised during the few months following residue decomposition (Lupwayi et al., 2006; Lupwayi
and Soon, 2009) and residue-N mineralisation often leads to net N immobilisation as previously shown
in this study. Therefore, multiplying the amounts of N in the residues measured in the field

experiments by the N mineralisation rates measured in non-limiting conditions gives an estimation of
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the amount of inorganic-N derived from residue mineralisation and potentially available for the
following crop. According to this method of calculation, four groups of species could be highlighted for
the shoot residues:

i) Shoot residue-N values measured in the field were around 40 kg N haand residue-N mineralisation
induced a high proportion of N immobilisation. This included the two cereal residues for which shoot
residue decomposition led to the lowest amounts of N potentially available for the following crop;

ii) Shoot residue-N values measured in the field were lower than in the first group but residue-N
mineralisation also induced a high proportion of N immobilisation. This group included soybean and
lupin for which shoot residue decomposition led to slightly higher amounts of N potentially available
for the following crop than in the first group;

iii) Shoot residue-N mineralisation induced lower proportion of N immobilisation compared to the first
and second groups. Whatever the amount of N measured in the shoot residues, the amount of N
immobilised by the microbial biomass was small. This was the case for pea, faba bean, common vetch,
common bean, lentil and chickpea.

iv) The fourth group included Narbonne vetch and fenugreek for which shoot residue decomposition
led to net N mineralisation. Therefore, the residue decomposition of these two species led to the
highest amounts of inorganic-N potentially available for the following crop.

For root residues, whatever the amount of root-N measured in the field experiment or the outer pot
experiment, root residue decomposition induced very small amounts of N immobilisation. Net N
mineralisation only occurred for Narbonne vetch residue decomposition and led to a maximum of 3 kg
N ha? available for the following crop. Consequently, all the root residue decompositions provided
similar negligible amounts of N available for the following crop.

The amount of N potentially available for the following crop must however be considered with caution.
Soil incubations were performed using non-limiting inorganic-N to differentiate residue
decompositions according to their biochemical characteristics. In field conditions, residue-N
mineralisation may have been reduced due to the insufficiency of soil inorganic-N availability to fulfil

microbial N requirements.

5. Conclusion

This study extended our knowledge of residue N mineralisation for a wide range of mature grain
legume species characterised by large variations in biochemical characteristics for both shoot and root
residues. Residue-N mineralisation was negatively correlated with the C:N ratio and cellulose fraction;
but for a given C:N ratio, root with a higher lignin fraction induced higher N immobilisation rates
compared to shoot residues. According to our calculations based on field and incubation

measurements, legume shoot residue decomposition provided a maximum of 30 kg N ha'more
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inorganic-N compared to cereals. Extra inorganic-N after legume shoot residue decomposition mainly
arose from lower N immobilisation compared to cereals. Unlike cover-crops used as green manure,
mature grain legume residues had a higher C:N ratio than the threshold at which positive net N
mineralisation occurs. Root decomposition induced negligible amounts of inorganic-N available for the
following crop. Legume crops are known to increase the yields of subsequent cereal crops compared
to those of cereals cultivated after cereals. The positive effect of legumes on the subsequent crop may
be partially related to their residue-N mineralisation rate. The link between legume residue-N
mineralisation and the yield of the subsequent crop must therefore be assessed in field conditions.
This study contributed to a better understanding of residue-N mineralisation dynamics essentials for
maximising the synchronisation between residue-N mineralisation and the subsequent crop N uptake

through the implementation of adapted agricultural practices.
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Abstract

The positive effect of grain legume pre-crops on the yield of the subsequent crop has been studied
widely, whereas less information is available on the nitrogen process (N) related to this positive effect,
especially for a wide range of grain legume species. In order to quantify and understand the effect of
ten legume pre-crops on the following cereal compared to barley and sorghum pre-crops, a two-year
field experiment was carried out with two climatic repetitions. The first year (2014 and 2016) spring
and summer pre-crops were cultivated and grain was harvested. Once pre-crop residues had been
incorporated in the soil, a winter wheat was sown, and harvested the second year (2015 and 2017).
Inorganic N remaining in the soil at pre-crop harvest (N sparing) was measured. Residue-N
mineralisation and N leaching between pre-crop harvest and wheat harvest were calculated using the
STICS model.

Grain yield and shoot-N of unfertilised N wheat were on average 21% and 15% higher after spring
legume pre-crops compared to barley in 2017, and 66% and 51% higher after summer legume pre-
crops compared to sorghum in 2015 and 2017. The highest wheat grain yields and shoot N were
measured after faba bean and lentil for spring legume pre-crops and after Narbonne vetch for summer
legume pre-crops. In the second experiment, a N fertilisation treatment on wheat was added: it
reduced the positive effect of fenugreek, lupin and lentil on wheat yield compared to barley pre-crops.
A positive relationship between pre-crop residue-N mineralisation and wheat shoot-N was established
with higher amounts of N available for the subsequent wheat after legume residue-N mineralisation.
As residue-N mineralisation was not the only source of variation of N availability for the subsequent
wheat, it did not explain all the variability of wheat shoot-N. In 2014, N sparing was higher after spring
pre-crops compared to summer pre-crops. This was also the case of N leaching, especially in the first
experiment which was characterised by heavy rain in summer and autumn. Estimating N availability
by taking into account N inputs (N sparing, soil-N mineralisation and residue-N mineralisation) and N
outputs (N leaching) explained 49% of wheat shoot N variability. Unquantified N processes and non-N
processes might also have contributed to the positive effects of legumes on the subsequent wheat.

Key words

Pre-crop effect, Grain legumes, Cereals, Crop residues, Mineralisation, N leaching
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1. Introduction

Cereal crops generally have higher yields when cultivated after unrelated species (Kirkegaard et al.,
2008) and especially after legume crops (Angus et al., 2015; Preissel et al., 2015). Some studies also
highlighted higher grain N concentrations in cereals grown after legumes compared to cereals grown
after cereals (Biederbeck et al., 1996; Gan et al., 2003). Part of the positive effect of legumes on the
following cereals are due to N benefits.

Indeed, a substantial amount of N can be left by legume crop residues. Moreover, during crop residue
decomposition by soil microbes, residue organic-N is converted into inorganic forms that can be
retrieved by the subsequent crop. Much of the inorganic-N released is rapidly immobilised by soil
microbial biomass. Inorganic-N accumulation in the soil occurs when the amounts of N released
exceeds the microbial-N requirements (net N mineralisation). On the contrary, when inorganic-N
released from crop residue-N mineralisation is not sufficient, micro-organisms will also assimilate soil
inorganic-N to meet their N requirements, which results in net N immobilisation (Nicolardot et al.,
2001). Net N mineralisation or smaller amounts of net N immobilisation are expected for legume
residues compared to cereal residues, since legume residues are generally characterised by higher N
concentrations and lower C:N ratios.

Furthermore, part of the additional soil inorganic-N after legume crops can be attributed to N “sparing”
during legume growth (Evans et al., 1987b; Herridge et al., 1995). Legume superficial root systems
compared to those of cereals can lead to higher amounts of inorganic-N remaining in the soil, especially
in deeper layers (Hauggaard-Nielsen et al., 2001). A positive relationship between wheat yields and
the amount of inorganic-N left in the soil after several pre-crops was established by Angus et al. (2015)
for dry land field experiments, and legumes systematically presented the highest post-harvest
amounts of inorganic-N.

However, the effects of legume crops on the following cereals are highly variable (Kirkegaard et al.,
2008; Preissel et al., 2015) and they are difficult to predict. Part of this variability can be attributed to
the diversity of legume species, environmental conditions and agronomic practices. Legumes species
may differ according to their residue C:N ratio (Palm et al., 2001) or their ability to retrieve soil
inorganic-N during their growth cycle (Dayoub et al., 2017; Guinet et al., 2018). The amounts of
inorganic-N available for the following cereals, derived from crop residue-N mineralisation and/or N
“sparing” may therefore depend on legume pre-crop species.

For a given pre-crop species, the effect on the following wheat can vary considerably with pedoclimatic
conditions (Cernay et al., 2017). Hence, N fluxes occurring after pre-crop harvest that determine the
amount of inorganic-N available for the following cereal are highly dependent on pedoclimatic
conditions. On the one hand, crop residue-N mineralisation is positively stimulated by high soil

moisture and temperature (Abera et al., 2012). On the other hand, soil inorganic-N can be lost by N
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leaching if heavy rainfalls occur when high amounts of inorganic-N are present in the soil. In European
climatic conditions, N leaching mainly occurs during the autumn-winter period, when the soil is bare
after pre-crop harvest and/or because the following cereal crop requires only very small amounts of
inorganic-N during its early development. Higher amounts of N losses by leaching are often measured
after legume crops compared to cereals because of higher N sparing and their higher crop residue-N
mineralisation (Plaza-Bonilla et al., 2015). However, N fluxes occurring between pre-crop harvest and
the subsequent crop harvest are particularly difficult to quantify in field conditions. Therefore, their
estimation often requires agronomic dynamic models that take into account the impact of both residue
characteristics and pedo-climatic conditions on N fluxes after pre-crop harvest, thus allowing the
calculation of N budgets over time.

Cereal performances after legumes are also affected by agricultural practices. Several studies showed
that N fertilisation on the following cereal crops reduces the yield gap between a cereal cultivated after
legumes and a cereal cultivated after cereals (Cernay et al., 2017; Jensen et al., 2004). Hence, in
situations where high levels of N fertilisation are applied, the effect of legumes on the subsequent
cereal performances is likely to be negligible.

Although it is widely acknowledged that legumes have a positive effect on subsequent crop
performances, meta-analyses and reviews performed on legume pre-crop effects provide only a mean
value of yield increases when cereals are cultivated after legume crops compared to cereals cultivated
after cereals (Angus et al., 2015; Cernay et al., 2017; Preissel et al., 2015). Most of the time, these
studies do not allow distinguishing legume species or quantitatively explaining the variability of
subsequent cereal yields. Moreover, legume pre-crop comparisons based on previous field studies are
difficult as very few grain legume species have been studied in the same pedoclimatic conditions
(Espinoza et al., 2012; Miller and Holmes, 2005; Williams et al., 2014). To our knowledge, no direct
relationship has been established between N fluxes and the performances of the subsequent crop for
a wide range of legume pre-crops studied in comparable environmental conditions.

Hence, the aims of our study were the following: i) to compare the effect of ten legume and two cereal
pre-crops on the subsequent performances of wheat; ii) to quantify N fluxes occurring between the
pre-crop harvest and the subsequent wheat harvest and to evaluate how they were affected by pre-
crop and climatic conditions; and iii) to evaluate whether the subsequent wheat performances could
be explained by those N fluxes. To achieve these aims, a two-year field experiment was repeated twice
between 2014 and 2017; i.e. the first year, legume and cereal pre-crops were cultivated in the same
field and followed by wheat the second year, after the incorporation of pre-crop residues in the soil.
Simulations with STICS model were performed to estimate soil N fluxes occurring during the period
spanning from pre-crop harvest to wheat harvest: N mineralisation of pre-crop residues and soil

organic-matter, and N leaching.
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2. Materials and Methods

2.1. Field experiments

2.1.1. Site and climatic conditions

Two field experiments lasting two years were carried out at the INRA Dijon experimental site of
Breteniére (Eastern France; 47.241 N, 5.115 E, altitude = 206 m) in 2014-2015 (Experiment |) and 2016-
2017 (Experiment Il). The soil is classified as Cambisol (Eutric) (WRB, 2006) with a clayey surface layer
(depth = 0.65 + 0.15 m) developed on an alluvial coarse layer. Soil characteristics were measured

before the beginning of both experiments (2014 and 2016) and they are summarised in Table 1.

Table 1 Soil characteristics in Experiments | and Il

Experiment | Experiment I
(2014-2015) (2016-2017)
Clay (g kg!) 425 512
silt (g kg?) 515 428
Sand (g kg?) 60 60
Organic C (g kg?) 19.3 19.6
Organic N (g kg?) 1.69 1.81
C:N ratio 11.4 10.8
pH 7.31 7.8
CaCOs (g kg) <1 4

The site is subject to a semi-continental climate but the climatic conditions were contrasted between
Experiments | and Il. Cumulative rainfalls and mean temperature between the beginning of pre-crop
harvest and wheat harvest were 850 mm and 11.8°C in Experiment | and 600 mm and 11.3 °C in
Experiment Il (Fig. 1). Rainfalls were unusually high between July and November 2014 (541 mm)
compared to 2016 (303 mm) and to the mean rainfall over the 20 past years during the same period
(362 mm). Rainfalls between January and June were similar in 2015 (252 mm) and 2017 (293 mm), but

they were lower than the rainfalls averaged over the 20 past years during the same period (340 mm).
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Fig. 1 Daily rainfall, irrigation and mean temperature between pre-crop harvest and wheat harvest in
Experiment | (A) and Experiment Il (B). I: Irrigation; R: Daily rainfall; T: mean daily temperature. |, R and
T were measured from a weather station located in the INRA experimental site of Breteniére.
Horizontal dotted arrows indicate the pre-crop harvest period and vertical arrows indicate wheat
sowing and harvest dates.

2.1.2. Experimental design

Pre-crop treatments: Each experiment consisted of a two-year crop succession. Legume and cereal

pre-crop treatments were sown in 2014 and followed by winter wheat that was harvested in 2015
(Experiment 1). In 2016, the same pre-crops were grown in a field nearby the first experiment, and
followed by winter wheat harvested in 2017 (Experiment Il). This resulted in two separate data sets

that allowed us to evaluate the effect of pre-crops on the following wheat performances.

In Experiment | and I, nine legume pre-crops were included: faba bean (Vicia faba, cv. Expresso),

chickpea (Cicer arietinum, cv. Twist in 2014 and Vulcano in 2016), common bean (Phaseolus vulgaris,
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cv. Flavert), common vetch (Vicia sativa, cv. Candy), lentil (Lens culinaris, cv. Anicia), lupin (Lupinus
albus, cv. Feodora), pea (Pisium sativum, cv. Kayanne), soybean (Glycine max, cv. Sultana(000)) and
Narbonne vetch (Vicia narbonensis, cv. Clara). In Experiment Il, fenugreek (Trigolia foenum-graecum,
cv. Fenu-fix) was also cultivated (Table 2). Pre-crops were either sown in March or in May, depending
on the physiology of each species (Table 2) and were referred as spring pre-crops and summer pre-
crops, respectively, thereafter. Legume seeds were inoculated at sowing with species-specific strains
of N,-fixing bacteria to ensure symbiotic N, fixation, as described in (Guinet et al., 2018). No N
fertilisation was applied to any of the legume pre-crops in either experiment.

Two N fertilised cereal pre-crops were also grown in Experiments | and Il: barley (Hordeum vulgare, cv.
Irina) and sorghum (Sorghum bicolor, cv. Quebec); they were sown in March and May, respectively. N
fertilisation was applied in the form of NH4NOs at rates of 135 kg N ha* in Experiment 1 and 70 kg N ha
Lin Experiment Il for barley, and 100 kg N ha™ for sorghum in Experiments | and II.

Pre-crops were sown on plots 1.5 m wide and 12 m long with four replicates per pre-crop in Experiment
| and eight replicates in Experiment Il. Sowing densities are summarised in Table 2.

Pre-crop management: In order to reduce water stress, irrigation was supplied on pre-crop treatments.

In Experiment |, spring pre-crops were irrigated with 35, 40 and 50 mm on March 26", May 16" and
June 18™ 2014, respectively. Summer pre-crops were irrigated with 40, 40 and 50 mm on May 16",
May 27" and June 14t 2014, respectively. In Experiment Il, 50 mm was supplied to summer pre-crops
on July 11% 2016. Weeds were controlled by hand weeding and one insecticide (Karate Zeon) was
applied on April 25% 2014 and April 21" 2016 in Experiment | and II, respectively.

Wheat following all pre-crop treatments: Pre-crop grains were harvested with a harvesting machine.

No grains were harvested for chickpea in 2014 and Narbonne vetch in 2014 and 2016, due to climatic
conditions unsuitable for grain production. In these cases, the whole plant was considered as crop
residue. Two to seven weeks after pre-crop grain harvest, crop residues were chopped and
incorporated into the soil using a rototiller (see Table 2 for pre-crop incorporation dates). Thereafter,
winter wheat (Triticum aestivum, cv. Rubisko) was sown on the same plots on October 20" 2014 (300
seeds m?) in Experiment | and October 24" 2016 (350 seeds m™) in Experiment Il. In order to control
weeds and pathogens, a herbicide (February 26" 2015, Arbaléte) and a fungicide (April 30" 2015,
Adexar + Voxan) were applied on wheat in Experiment |. In Experiment I, irrigation was applied on
wheat on April 5" and 19t 2017 (27 mm and 30 mm, respectively) (Fig. 1B).

Wheat N treatments: In order to express pre-crop maximum effect on wheat, no N fertiliser was

applied in Experiments | and I, corresponding hereafter to the ON treatment.
In Experiment I, an additional N fertilisation treatment on wheat was studied. At the end of wheat
tillering (April 4™ 2017), 40 kg N ha'in the form of NHs;NO3 was applied on half of the trial (with four

replicates per pre-crop treatment), corresponding to the 40N treatment.

111



Table 2 Pre-crops and wheat characteristics and management in Experiments | and II.

Chapitre 3 : Nitrogen benefits of ten legume pre-crops for wheat

Pre-crop ID Pre-crop Sowing density  Pre-crop harvest Residue Incorporation of  Wheat sowing End of winter Wheat
treatments sowing period (seeds m?) date C:Nratio pre-crop residues date harvest date
in the soil
Experiment | (2014-2015)
Common vetch Cv 100 11 July 2014 28.6
Faba bean Fa 45 25 July 2014 34.2
Lentil Le 18 March 2014 250 11 July 2014 31.9 20 October
Lupin Lu (spring) 70 1 August 2014 69.7 21 August 2014 2014 1 March 2015 6 July 2015
Pea Pe 80 1July 2014 64.6
Barley + N Ba 350 15 July 2014 73.2
Chickpea Ch 70 16 September 2014 23.4
Common bean Cb 30 4 September 2014 28.8
Narbonnevetch Nv  ° (:ﬂ:’nfgrl)“ 35 5 September 2014 13.6 30ctober 2014 20 gg;iber 1March 2015 6 July 2015
Soybean So 70 5 September 2014 47.8
Sorghum + N Sg 30 5 September 2014 50.0
Experiment 11 (2016-2017)
Common vetch Cv 15 March 2016 100 27 July 2016 22.3
Faba bean Fa 1 March 2016 45 2 August 2016 34.2
Fenugreek Fe 180 2 August 2016 36.9
Lentil Le 250 27 July 2016 295 2 September 240ctober )\ ch 2017 6 July 2017
. 15 March 2016 2016 2016
Lupin Lu (spring) 70 12 August 2016 65.6
Pea Pe 80 13 July 2015 26.7
Barley + N Ba 350 20 July 2016 56.6
Chickpea Ch 55 12 September 2016  45.0
Common bean Cb 17 May 2016 30 12 September 2016  29.5 27 September 24 October
Narbonne vetch  Nv (summer) 35 1 September 2016 12.6 2016 2016 1 March 2017 6 July 2017
Soybean So 70 12 September 2016  55.8
Sorghum + N Sg 30 14 September 2016  82.7
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2.1.3. Sampling and measurements

Pre-crop samplings: The above-ground biomass of legume and cereals pre-crops was sampled at

physiological maturity (Table 2) on subplots of 1 m2. Straw was separated from grains and considered
as crop residue left on the soil at maturity (except for chickpea in 2014 and Narbonne vetch in 2014
and 2016 where the whole plant was considered as crop residue).

Wheat samplings: At physiological maturity, wheat was manually harvested on subplots of 1 m? and

straws were separated from grains. In order to obtain a better estimation of the wheat grain yield,
grains were also harvested on 6.5 m? using a harvesting machine.

Measurements: Pre-crop residues and wheat straw and grain samples were oven-dried for 48 h at 80°C
before dry matter was determined. Samples were milled and N and C concentrations were measured

using an elemental analyser (ANCA-GLS, Sercon Ldt., Crewe, UK).

2.1.4. Calculations

The amount of N in pre-crop residues was calculated by multiplying pre-crop residue dry matter by N
concentration of pre-crop residues.

Total wheat shoot dry matter was calculated by multiplying wheat grain yield measured on the 6.5 m?
surface by total wheat dry matter/wheat grain dry matter ratio measured on the 1 m? subplot. The
total amount of wheat shoot-N was then calculated by multiplying wheat shoot dry matter by N

concentration of wheat shoot.

2.2. Estimation of N fluxes using STICS model

The STICS model (Simulateur mulTI disciplinaire pour les Cultures Standards) was developed at INRA
(France) to simulate crop growth, soil water, carbon and nitrogen balances as influenced by climatic
conditions, over either one crop cycle or several cultural successions at a daily time-step (Brisson et al.
(2003). The model STICS v8.50 was used to simulate N fluxes, such as N leaching, pre-crop residues and
soil organic matter N mineralisation, between the pre-crop harvest and the winter wheat harvest in

Experiments | and Il

2.2.1. Model inputs

To run the simulations, a number of input variables are required, such as soil characteristics, initial soil
and residue states, crop characteristics, crop management and climatic conditions during the
simulated period.

Soil Parameters: Permanent soil characteristics (clay, organic N, calcium, pH, etc.) were defined and
fixed using measurements carried out at the beginning of Experiments | and Il (Table 1). Soil moisture
content at field capacity was estimated as the median value of water content measured on soil core

samples in mid-winter. Soil moisture content at wilting point and bulk density was estimated according
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to Ugarte Nano et al. (2016), who measured these soil characteristics in a neighbouring field
experiment with standard reference farming practices as in the field prior to our experiment. Maximal
rooting depth was set at 60 cm because of the presence of an alluvial coarse layer, greatly limiting root
exploration below this layer. The thickness of the biological active layer for soil and pre-crop residue
mineralisation was set at ploughing depth.

Soil initialisation: soil inorganic N and soil moisture measurements from soil core samplings performed

shortly before or after pre-crop harvest were used to initiate the soil profile. In Experiment |, soil core
samplings were performed on August 5™ 2014 for spring pre-crops and on September 3 2014 for
summer pre-crops. In Experiment Il, soil core samplings were performed on August 26" 2016 for spring
pre-crops and on September 23™ 2016 for summer pre-crops.

Crop residue inputs: Pre-crop residue dry matter and its physicochemical characteristics (C:N ratio, C

concentrations, water content) at pre-crop harvest were used to initiate the simulations.

Wheat management: Winter wheat is one of several crops parametrised in STICS, using physiological

and morphological traits. Crop management specified dates and methods of soil tillage, wheat sowing
dates, sowing depth, sowing densities, row spacing, and date and amounts of water applied by
irrigation.

Climatic inputs: Climatic conditions were measured by a weather station located at the INRA
experimental site of Breteniére. Minimum and maximum temperatures, rainfalls, global radiation and

Penman evapotranspiration were specified in the model at a daily time-step.

2.2.2. Model simulations and evaluation

A simulation was performed for each pre-crop treatment and for Experiments | and Il focusing on the
ON wheat treatment, leading to a total of 23 simulations. The model was evaluated for its ability to
predict the daily amount of inorganic-N and water content in the soil profile. Soil core samplings in the
0-60 cm soil layer were performed monthly on wheat plots for all pre-crop treatments, between
January and July 2015 in Experiment |, and between October 2016 and July 2017 in Experiment Il, with
a 5 cm diameter auger.

The amounts of soil inorganic-N and soil moisture measured from the soil samples were expressed in
kg N ha! and mm, respectively and compared with the simulated data on the same date and for the

same pre-crop treatment.
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Three statistical criteria were used (Wallach et al., 2013) based on the comparison between model

predictions and observed values: RRMSE, Bias and maximal error (ME):
1 . .
/;Z{L (yi-9i)?
RRMSE = 1T (3)

. 1 . Al
Bias = YL, (yi — 1) (4)
ME = max |yi — §iliL, (5)

where yi is the observed value; yi the simulated value; y the mean observed values and n the number

of observations (sampling dates x pre-crop treatments).

From the simulations, the cumulative amounts of N leached under the soil profile, crop residue-N and
soil organic-N mineralisation were calculated.

In order to understand the effect of pre-crop treatments on the N fluxes and their link with wheat
performances, wheat shoot-N was plotted as a function of the cumulative amount of pre-crop residue-
N mineralisation calculated with the STICS model.

The amount of inorganic-N actually available for wheat during wheat growth cycle was calculated as

follows (6):

Navailable for wheat = Nharv + Nminr + Nminsoil — Nleached (6)
with the amount of soil inorganic-N at pre-crop harvest (Nharv), the cumulative amounts of pre-crop
residue-N mineralisation (Nminr) of soil organic-N mineralisation (Nminsoil) and of N leached
(Nleached) between pre-crop harvest and wheat harvest.

Wheat shoot-N measured in the field experiments was then plotted as a function of N available for

wheat.

2.3. Data analysis

Statistical analyses were performed with R software version 3.4.2. (R Core Team, 2016) on the
following variables: 1) wheat yield, shoot N concentration and shoot-N, and 2) Nleaching. Analysis of
variance (ANOVA) was used to study the effect of pre-crop treatments, N fertilisation and year. The
homoscedasticity and normality of the residuals of the variables were tested using a Bartlett and
Shapiro-Wilk test, respectively. If the effects were significant, Tuckey’s Honest Significant Difference
(HSD) test (p < 0.05) was performed for multiple means comparison, using agricolae package (R Core
Team, 2016).

A multivariate analysis was performed to determine the relation between pre-crop characteristics, N

fluxes, environmental conditions and wheat performances. Pre-crop treatments were ordered through
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a Principal Component Analysis (PCA) using the Canoco 5.10 program (ter Braak and Smilaueur, 2012).

The variables were standardised to obtain equal weights in the PCA.

3. Results

For both Experiments | and Il, once the grains were harvested, the crop residues were incorporated in
the soil at two different dates for spring and summer pre-crops (Table 2). Because of the timespan
between the two incorporation dates, crop residues from spring and summer pre-crops were
subjected to different environmental conditions that may have affected their N mineralisation and
therefore the performances of the following wheat. Hence, in the following section, the performances

of wheat cultivated after spring and summer pre-crops are presented separately.

3.1. Effect of pre-crop treatments and year on unfertilised wheat performances

In 2015, even if wheat after spring legumes pre-crops tended to have higher grain yields and shoot N
compared to wheat after barley, there were no statistical differences among spring pre-crop
treatments (Table 3). Conversely, in 2017 wheat grain yield, and shoot-N were significantly affected by
spring pre-crop treatments (Table 3). Expect for pea, wheat grain yields after legume pre-crop were
significantly higher compared to wheat cultivated after barley with on average an increase of 0.8 t ha”
1. Wheat highest grain yields were measured when cultivated after faba bean (4.7 t ha), common
vetch (4.2 t ha) and lentil (4.2 t ha?). Wheat shoot-N was also higher after faba bean, common vetch,
and lentil compared to wheat cultivated after barley (on average 79 kg N ha' vs 64 kg N hal).
Conversely, wheat shoot N-concentration presented no differences among spring pre-crop
treatments.

For summer pre-crops, and for both years (2015 and 2017), all legume pre-crops induced higher wheat
grain yields and shoot-N compared to wheat cultivated after sorghum. On average wheat grain yield
and shoot N were respectively 1.6 t ha® and 23 kg N ha® higher after legume pre-crops compared to
wheat cultivated after sorghum. For both experiments, Narbonne vetch pre-crop treatment always
induced the higher wheat grain yield and shoot N. Conversely, for both years, wheat cultivated after
sorghum, presented a slightly higher shoot-N concentration compared to wheat after legume summer
pre-crop treatments.

Compared to sorghum summer legume pre-crops induced higher wheat grain yield and shoot-N
benefits than spring legumes pre-crop compared to barley. This was explained by the choice of
reference cereal pre-crop. Indeed, wheat after sorghum always presented lower grain yields than

wheat after barley for both years (2015 and 2017) (Table 3).
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Table 3 Grain yields, shoot N concentration and shoot-N of unfertilised (ON) and fertilised (40N) wheat in 2015 (Experiment |) and in 2017 (Experiment Il) as
affected by spring and summer pre-crop treatments. Values are mean (n=4) + sd (standard deviation). Mean value sharing the same letter (‘a’ and / or ‘b’) are
not different according to Tukey’s HDS test (* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001).

SPRING PRE-CROPS

SUMMER PRE-CROPS

Wheat yield
0% humidity

Wheat shoot N
concentration

Wheat shoot-N

Wheat yield
0% humidity

Wheat shoot N
concentration

Wheat shoot-N

(t ha™) (%N) (kg N ha’) (t ha™) (%N) (kg N ha’)
2015 -ON 2015-0ON
Common vetch 4.1 (0.5) 0.74 (0.03) 67 (6) Common bean 3.6(04) b 0.75 (0.02) bc 60(5) b
Pea 4.3 (0.2) 0.74 (0.02) 70 (3) Chickpea 3.9(0.2) b 0.76 (0.02) b 64 (3) b
Lupin 4.5 (0.1) 0.74 (0.04) 73 (4) Soybean 3.9(09) b 0.76 (0.02) b 67 (12) ab
Lentil 4.7 (0.3) 0.74 (0.01) 77 (6) Narbonne vetch 4.6 (0.1) a 0.72 (0.02) c 76 (2) a
Faba bean 4.7 (1.3) 0.75 (0.01) 78 (20) Sorghum +N 23(0.2) c 0.86 (0.02) a 43 (3) ¢
Barley +N 3.8(0.3) 0.74 (0.01) 62 (5) significance p *k* *k* *kk
significance p
2017 - ON 2017 - ON
Fenugreek 4.0 (0.5) bc 0.78 (0.02) 70 (7) bcd Common bean 3.9(04) b 0.75(0.02) b 67 (4) b
Common vetch 4.2(0.1) b 0.84 (0.02) 79 (4) ab Chickpea 3.7(0.0) b 0.79 (0.06) b 64 (1) b
Pea 3.6 (0.4) cd 0.84 (0.04) 66 (7) cd Soybean 3.5(0.7) b 0.79 (0.01) b 62(8) b
Lupin 3.8(0.1) bc 0.78 (0.04) 65(3) d Narbonne vetch 5.3(0.1) a 0.80(0.04) b 93(3) a
Lentil 4.2(0.2) b 0.82 (0.04) 75 (3) abc Sorghum +N 2.6(04) c 0.89 (0.03) a 49 (4) c
Faba bean 4.7 (0.5) a 0.77 (0.01) 84 (8) a significance p *k ¥ *k *kk
Barley +N 3.3(0.1) d 0.84 (0.03) 64(2) d
significance p *kk Fkk
2017 - 40N 2017 - 40N
Fenugreek 4.7 (0.1) e 0.90(0.05) b 86(4) d Common bean 5.8(0.3) b 0.82 (0.01) 102 (7) a
Common vetch 5.7 (0.3) ab 0.92(0.03) b 109 (7) ab Chickpea 5.2(0.4) c 0.84 (0.04) 92(6) b
Pea 5.3(0.3) bc 1.01 (0.06) a 105 (5) ab Soybean 5.3(0.0) c 0.84 (0.04) 92(3) b
Lupin 5.1(0.2) cd 0.92(0.02) b 99 (5) bc Narbonne vetch 6.5(0.3) a 0.90 (0.07) 123(9) b
Lentil 4.9 (0.6) de 0.91(0.03) b 93 (13) cd Sorghum +N 4.2(02) d 0.82 (0.01) 71(2) ¢
Faba bean 5.8(0.3) a 0.87(0.08) b 114 (8) a significance p *kx *okk
Barley +N 4.9 (0.1) de 0.86(0.03) b 88(4) cd

significance p

%%k *

*

* %k %k
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3.2. Effect of N fertilisation on wheat performances

In 2017, N fertilisation significantly increased grain yield, shoot N concentration and shoot-N of wheat
cultivated after all spring and summer pre-crops (Tables 3). On average, for wheat cultivated after
legume and cereal spring pre-crops, N fertilisation increased grain yield, shoot N concentration and
shoot-N by 1.2 t ha, 0.10% and 27 kg N ha'l, respectively. Considering all summer pre-crops, wheat N
fertilisation increased wheat grain yield by 1.6 t ha?, shoot N concentration by 0.04% and shoot-N by
29 kg N ha. Grain yield, shoot N concentration and shoot-N were also significantly affected by pre-
crop treatments. For spring pre-crop treatments, grain yields and shoot-N of fertilised wheat cultivated
after pea, common vetch and faba bean were significantly higher than fertilised wheat cultivated after
barley (on average + 0.7 t ha'and + 21 kg N ha’, respectively). For summer pre-crop treatments,
fertilised wheat cultivated after legumes had significantly higher grain yields and shoot-N compared to
fertilised wheat cultivated after sorghum (on average 1.5 t haland 31 kg N ha?) with the highest values

measured for the Narbonne vetch pre-crop treatment.

3.3. Estimation of residue and soil N fluxes between pre-crop harvest and wheat harvest

In order to evaluate the model’s predictive performance in our pedoclimatic conditions, simulated data
were compared with measured soil water content and soil inorganic-N, which are known to be strong
drivers of NOs™ leaching, and residue and soil organic matter N mineralisation (Fig. 2). The STICS model
was efficient for predicting soil water content, leading to a small RRMSE (0.092) (Fig. 2A). The RRMSE
(0.462) was higher for soil inorganic-N (Fig. 2B).

There was a slight tendency to over-estimate both variables, as we obtained an overall negative bias
but with small absolute values: -8.9 mm for soil water (Fig. 2A) and -3.9 kg N ha™ for soil inorganic-N
(Fig. 2B). However, soil inorganic-N was systematically under-estimated in Experiment | (bias = +12.2
kg N hal) while it was always over-estimated in Experiment Il (bias = -14.2 kg N ha). However, the
classification between pre-crop species according to soil inorganic-N was correctly simulated in both
experiments. Therefore, for a given experiment, simulations can be used to compare pre-crop

treatments but absolute values need to be considered with caution when comparing experiments.
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Fig. 2 Simulated vs. observed soil water content (0 - 60cm) (A) and soil inorganic-N (0 — 60 cm) (B) in
Experiment | (blue) and Experiment Il (green) between pre-crop harvest and wheat harvest. Wheat
was cultivated after spring pre-crops (A) and summer pre-crops (®). The solid line corresponds to the
1:1 line. See Appendix 8 for observed and simulated values over time.
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Fig. 3 Cumulative amounts of N mineralised from crop residues (A, B), soil inorganic-N (C, D), soil water
content (E, F) and cumulative amounts of N-NOs™ leached (G, H) simulated with STICS for Experiment |
(A, C, E, G) and Experiment Il (B, D, F, H). Simulations were performed for the period between pre-crop
harvest and winter wheat harvest. Dark blue and dark green curves are the simulations performed for
the spring pre-crop treatments and light blue and light green curves are the simulations performed for
summer pre-crops treatments. Black and grey arrows indicate the incorporation dates of spring and
summer pre-crop residues, respectively. The red arrows indicate the sowing dates of wheat. Pre-crop
ID are specified in Table 2.See Appendix 7 for the amount of soil residual inorganic nitrogen at pre-
crop harvest (values used for soil initialisation).
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Crop residue-N mineralisation was simulated for all pre-crops and both experiments (Fig. 3A:
Experiment | and 3B: Experiment Il). Cumulative amounts of N mineralised from residues followed a
similar trend for all pre-crop species and for both experiments. Rapid N immobilisation occurred just
after the incorporation of crop residues in the soil, followed by net N mineralisation a few weeks later.
Because summer pre-crop residues were incorporated several weeks after spring pre-crop residues,
we observed a delay in the dynamics of crop residue-N mineralisation between spring (Fig. 3: dark
colours) and summer (Fig. 3: light colours) pre-crop residues. At the end of the simulations, the
cumulative amounts of crop residue-N mineralisation ranged from -24 kg N ha (barley) to +32 kg N
ha (Narbonne vetch) in Experiment | and from -33 kg N ha (sorghum) to +35 kg N ha? (Narbonne
vetch) in Experiment II.

The total amount of soil inorganic-N over time was also simulated (Fig 3C: Experiment | and 3D:
Experiment Il). At the beginning of the simulation, it was higher after spring pre-crops compared to
summer pre-crops in Experiment |. Consequently, soil inorganic-N was higher during the whole
simulation period for spring pre-crop treatments compared to summer pre-crops in Experiment I. In
Experiment Il the mean amount of soil inorganic-N at the beginning of the simulation was on average
53 kg N ha™.

The simulated amounts of soil water (Fig. 3E: Experiment | and 3F: Experiment Il), were also higher at
simulation initiation for spring pre-crop treatments compared to summer pre-crops in Experiment |
and for barley in Experiment Il. Once rainfalls had filled the soil profile up to full water capacity, the
amount of soil water was identical for all pre-crop treatments. However, in Experiment |, soil reached
field water capacity almost immediately after initiating the simulations for spring pre-crop treatments
while it was reached 2 months later for summer pre-crops (October 12" 2014). In Experiment I, field
soil water capacity was reached even later for all pre-crop treatments (between November 4" 2016

for barley pre-crop treatment and November 21" 2016 for chickpea, common bean and sorghum).
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In both experiments, most of the N leaching occurred between wheat sowing and the end of winter
(Fig. 4) as the soil remained at maximum water capacity almost throughout the period (Fig 3E and F).
The soil profile was regularly filled by rainfall. During this period, N leaching in Experiment | was on
average 77 kg N ha™ for spring pre-crop treatments, with values ranging from 63 kg N ha (pea) to 93
kg N ha* (common vetch) (Fig. 4C). For summer pre-crop treatments the average value of N leaching
during the same period was 52 kg N ha™ (Fig 4D). In Experiment Il, the average amounts of N-NOs°
leached between wheat sowing and the end of winter were lower than in Experiment | for both spring
(30 kg N ha') and summer (26 kg N ha) pre-crop treatments, because of lower rainfall in Experiment
I, especially in November (Fig. 1). Hence, climatic conditions and pre-crop harvest positioning in the
year mainly explained the differences of N-NOs™ leached throughout the simulation period between
both experiments. Based on all pre-crop treatments, N leaching was higher in Experiment | compared
to experiment Il (F(1,19)=55.51, p < 0.001) and considering both experiments N leaching was higher
after spring pre-crops compared to summer pre-crops (F(1,19)=14.68 p < 0.01), especially in

Experiment I.
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Fig. 4 STICS model simulations obtained for the cumulative N-NO5™ leached between pre-crop harvest
and wheat sowing (A, B) and between wheat sowing and the end of winter (1°* March) (C, D) in
Experiment | (blue bars) and Il (green bars). Simulations were performed for spring pre-crops (A, C) and
summer pre-crops (B, D). Legume pre-crops: solid bars; cereal pre-crops: hatch bars. Bars with a heavy
dark border indicate legumes for which the whole plant was considered as crop residues since there
was no grain production.

122



Chapitre 3 : Nitrogen benefits of ten legume pre-crops for wheat

3.4. Relationships between wheat performances, pre-crop characteristics, and pedoclimatic
conditions

A principal component analysis (PCA) was performed to better understand the links between wheat
performances (yield, shoot-N and shoot N concentration) and the soil N fluxes occurring after pre-crop
harvest (pre-crop residues-N mineralisation, N leaching) as affected by pre-crop (residue-N, residue
C:N ratio, soil inorganic-N and water content after pre-crop harvest), and how they were influenced by
climatic conditions (rainfalls).

The first and second axes of the PCA accounted for 42.5 and 32.7%, respectively, of the total variance
(Fig. 5). The cumulative amounts of N-NOs™ leached between pre-crop harvest and wheat harvest (19%),
cumulative rainfalls during the simulation period (14%), water content in the soil profile (11%) and soil
inorganic-N content (11%) at the beginning of the simulation accounted the most for the first axis.
These four variables were positively correlated but all four were correlated negatively with wheat
shoot N concentration. Pre-crop residue C:N ratio (21%) and the cumulative amounts of N mineralised
from pre-crop residues (20%) contributed the most to the second axis and were correlated negatively.
Conversely, the cumulative amounts of N mineralised from pre-crop residues was positively correlated

with wheat grain yield and wheat shoot-N.
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Fig. 5 Biplot PCA showing the distribution of pre-crop species according to environmental conditions,
crop residue proprieties and wheat performances. Amounts of N in pre-crop shoot residues (Res_N);
pre-crop residues C:N ratio (Res_C:N); soil inorganic-N at the start of simulation (SoilN_i); water
content in the soil profile at the start of simulation (SoilW_i); cumulative rainfalls during the simulation
period (Rain); cumulative amounts of N mineralised from pre-crop residues during the simulation
period (Nres_min); cumulative amounts of N-NOs™ leached during the simulation period (Nleached);
wheat grain yield (Wheat_Y); wheat shoot-N (Wheat_N); wheat shoot N concentration (Wheat_%N).
Pre-crop ID are specified in Table 2.
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A clear distinction between pre-crop treatments could be made on the first axis of the PCA. Firstly,
according to the year of the experiment and, secondly, between spring and summer pre-crop
treatments, especially in Experiment | (Fig. 5). The distinction between both experiments was mainly
explained by contrasting rainfall conditions leading to different amounts of leached N-NOs". Experiment
| was characterised by high rainfalls, especially between August and November 2014, which rapidly
reached the maximum water capacity and led to N losses by leaching. This was mostly the case for
spring pre-crop treatments. Rainfalls were lower in Experiment Il, especially between August and
November 2016, leading to lower N losses by leaching compared to Experiment |.

The second axis of the PCA separated pre-crops species according to their effect on wheat yield and
wheat shoot-N. Pre-crops for which the whole plant was considered as crop residues since no grains
were harvested (chickpea in Experiment | and Narbonne vetch in Experiment | and Il) led to the highest
amounts of N mineralised from pre-crop residues (Nres_min, Fig. 5) and to the highest wheat grain
yield (Wheat_Y) and shoot N (Wheat_N). For harvested grain pre-crops, the highest amounts of N
mineralised from pre-crop residues was measured for faba bean, lentil and common vetch, and
associated with high wheat grain yield and shoot-N. Conversely, cereal pre-crops always had low crop
residue-N mineralisation rates and were associated with the lowest wheat grain yield and shoot-N.
Figure 6A shows the positive linear relationship between wheat shoot-N and cumulative amounts of N
mineralised from pre-crop residues throughout the simulation period. However, for a given amount of
pre-crop residue N mineralisation (for example 0 kg N ha), wheat shoot-N still varied widely (between
60 and 77 kg N ha in our example) according to the year of the experiment and between summer and
spring pre-crops. Hence, climatic conditions affected the N losses by leaching, and may also have
influenced soil organic-N mineralisation (as it depends on soil temperature and moisture). Moreover,
at pre-crop harvest, the amounts of soil inorganic-N left in the soil (N sparing) were variable and clear
differences could be observed between spring and summer pre-crops in experiment |I. The amount of
N actually available during the wheat growth cycle was therefore calculated, taking into account N
inputs (soil inorganic-N at pre-crop harvest, crop residue-N mineralisation and soil organic-N
mineralisation) and N outputs (N leaching). It was plotted versus wheat shoot-N measured in
Experiments | and Il (Fig. 6B). A unique positive linear relationship was found between both variables
for Experiments | and Il and for spring and summer pre-crops. Generally, spring pre-crops and
unharvested legume pre-crops (chickpea in Experiment | and Narbonne vetch in Experiment | and Il)
led to the highest amounts of N available for the following wheat and were associated with the highest
wheat shoot-N. Conversely, the rest of summer pre-crops led to the lowest amounts of N available for
the following wheat and were associated with the lowest wheat shoot-N. However, the relationship

did not entirely explain the variability of wheat shoot-N.
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Fig. 6 Relationships between wheat shoot-N at harvest and the amount of N mineralised from pre-crop
residues estimated by the STICS model (A) and the amounts of N available for wheat (soil inorganic-N
at pre-crop harvest + crop residue-N mineralisation + soil organic-N mineralisation — amount of N
leached) (B). The significance of the linear regression is shown as ** p < 0.01 and *** p < 0.001. Pre-
crop ID are specified in Table 2.
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4. Discussion

4.1. Response of wheat performances to pre-crops and N fertilisation

Our study confirmed the positive effect of a wide variety of grain legumes on the yield of the following
unfertilised cereal except in 2015 for spring legume pre-crops. In 2017, the additional 0.3 — 1.4 t ha™
grain yield of wheat after spring legume pre-crops compared to wheat after barley led to increased
grain yields ranging from 8 to 42% (on average 21%). For summer legume pre-crops and considering
both experiments, the additional 1.1—2.7 t ha™* grain yield of wheat compared to wheat after sorghum
was much higher and led to increased grain yields ranging from 50 to 103% (on average 66%). The
increases of wheat grain yields after spring legume pre-crops were slightly lower than the average yield
response of cereals cultivated after legumes reported by Angus et al. (2015) (on average 1.2 t ha
representing an increase of 33%) and Cernay et al. (2017) (on average a 29% increase). Conversely,
increases of wheat grain yields after summer legume pre-crops were close to values reported by
Preissel et al. (2015) (0.9 — 2.8 t ha representing 27 — 110% improvement) and Espinoza et al. (2012)
(0.74 — 2.75 t ha™ representing an increase from 23 to 152%). Higher increases of wheat grain yields
after summer legume pre-crops were mainly due to the difference of wheat yields depending on the
reference cereal pre-crop.

Benefits to wheat grain yields showed large variations between spring and summer pre-crops,
reflecting differences in legume pre-crops. For spring pre-crops, wheat grain yields were highest after
faba bean and lentil. Williams et al. (2014) obtained similar results with higher wheat grain yields after
faba bean compared to lupin. However, Wright (1990) measured similar wheat grain yields after pea,
lentil and faba bean. Surprisingly, wheat grain yields after pea were not significantly different from
those of wheat after barley, while several studies measured increases in cereal grain yields after pea
(Kirkegaard and Ryan, 2014; Miller et al., 2003; Strong et al., 1986). For summer legume pre crops,
Narbonne vetch led to the highest increases in wheat grain yields.

For a given year, only wheat after sorghum led to a higher shoot N concentration compared to wheat
after summer pre-crops. These results can certainly be explained by higher N availability per unit of
biomass, since wheat after sorghum always presented the lowest grain yields. Consequently, the
increases in wheat shoot-N after spring legume pre-crops (on average 15%) were within the same
range as the increases in wheat grain yields (on average 21%). For summer legume pre-crops wheat
shoot-N increases (on average 51%) were slightly lower than the increases in grain yield (on average
66%).

Although wheat was supplied with small amounts of N fertilisation (40 kg N ha), grain yield, shoot N
concentration and shoot-N increased for all pre-crop treatments. It reflected the limitation of N for all

the pre-crop treatments when wheat was unfertilised. For spring pre-crops, N fertilisation reduced
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grain yield benefits of fenugreek, lupin and lentil pre-crop treatments compared to barley. Similar
results were found by Preissel et al. (2015) for pea, faba bean and lupin pre-crops. However for summer
pre-crops, grain yield and shoot N benefits after summer legume pre-crops compared to sorghum were
unchanged when wheat was N fertilised. An average N fertilisation threshold of 153 kg N ha was
calculated in the meta—analysis of Cernay et al. (2017) above which legume pre-crops no longer had a
positive effect on the subsequent cereal grain yield compared to cereal pre-crops. As the amount of N
fertiliser applied in our experiment was far below this threshold, most legume pre-crops still induced

an increase in wheat grain yields compared to cereal pre-crops.

4.2. N fluxes simulated by the STICS model

Maximum differences between the lowest and the highest amounts of N mineralised from pre-crop
residues were 56 kg N ha' in Experiment | and 68 kg N ha in Experiment Il. The STICS crop residue-N
mineralisation module is based on the crop residue C:N ratio (Justes et al., 2009; Nicolardot et al.,
2001). A single negative logarithmic relationship between the cumulative amount of N mineralised
from pre-crop residues at the end of the simulation period and the pre-crop residue C:N ratio was
established for the two experiments (y=-31.87In(x)+111.66; R* = 0.92) (Fig. S1). Most pre-crop residues
induced soil inorganic-N immobilisation during their decomposition, but the highest amounts of N
immobilised were measured for barley, sorghum soybean and lupin pre-crop residues, which had the
highest C:N ratios. Conversely, the highest amounts of N mineralised from pre-crop residues were
found for legume pre-crops for which the whole plant was considered as crop residues (chickpea in
Experiment | and Narbonne vetch in Experiment Il) and for which C:N ratios were the lowest.

Higher amounts of soil inorganic-N were measured at pre-crop harvest and simulated afterwards by
the STICS model for spring pre-crops compared to summer pre-crops in Experiment I. Likewise, at the
beginning of the simulation period, soil water contents were in general higher after spring pre-crops.
Part of the differences may probably have been due to the growth cycle delay between spring and
summer pre-crops. Since summer pre-crops were harvested after spring pre-crops, they may have
retrieved inorganic-N and water from the soil later in the season compared to spring pre-crops which
had already reached their physiological maturity. Therefore, once spring pre-crops reached
physiological maturity, soil water and inorganic-N resulting from rainfall and soil organic-N
mineralisation, respectively, accumulated in the soil while summer pre-crops may have retrieved these
resources to fulfil their requirements for growth. Hence, soil water and inorganic-N contents were not
only affected by pre-crop treatments, but also by their growth period (spring vs summer) and the
positioning of their water and N requirements according to the pedoclimatic conditions which drive

the dynamics of resource availability.
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A part of soil inorganic-N was lost by leaching during the autumn-winter period because of a lack of
synchronisation between N uptake by the subsequent wheat and soil inorganic-N dynamics. During
this period, on the one hand, wheat development was very low, thus inducing low inorganic-N and
water uptake, whereas on the other hand, there were large amounts of soil inorganic-N and high water
contents remaining in the soil after the pre-crop harvest combined with rainfall during autumn. This
was particularly the case in Experiment | due to very high rainfalls at the end of summer and during
autumn and for spring pre-crops for which high soil inorganic-N and water content were measured at
harvest.

The amounts of N leached were certainly slightly under-estimated in Experiment | and over-estimated
in Experiment Il since the amounts of soil inorganic-N were on average under-estimated by 12 kg N ha
1 and over-estimated by 14 kg N ha by the STICS model, respectively. Several studies (Beaudoin et al.,
2008; Constantin et al., 2012; Coucheney et al., 2015) also highlighted the difficulty of accurately
predicting soil inorganic-N with the STICS model and Coucheney et al. (2015) found an RRMSE close to
our own value (0.52 vs 0.46). Soil N dynamics results from multiple and simultaneous processes in
interaction with the plant and water fluxes, often making prediction more difficult compared to soil
water dynamics (De Willigen, 1991). In the case of a maximum under-estimation of 12 kg N ha in
Experiment | and a maximum over-estimation of N leaching by +14 kg N ha? in Experiment I, it
supports the fact that in Experiment Il N leaching was much lower than in Experiment |, especially

because of lower rainfalls between August and November.

4.3. Link between N fluxes and wheat shoot-N

One of our objectives was to better understand increases in wheat shoot-N due to legume pre-crops
N benefits. Legume crop residues can provide substantial amounts of inorganic-N to the soil during
their decomposition. N mineralised from pre-crop residues allowed distinguishing pre-crop treatments
based on the pre-crop residue C:N ratio. Conversely, the amount of N available for the subsequent
wheat was mainly distinguished between the experiments according to climatic conditions that
generated N losses by leaching, and spring and summer pre-crops as a function of the amount of soil
inorganic-N left after pre-crop harvest, especially in Experiment .

A positive relationship was established between the amount of N available for the subsequent crop
and wheat shoot-N. However, in all situations, wheat shoot-N could have been increased as wheat
growth was limited by N availability. Thus, higher amounts of inorganic-N could have been available
for wheat if N losses had been reduced during the autumn-winter period. Our study points out the
necessity of synchronisation between soil inorganic-N availability and the N demand of the subsequent

crop to maximise its growth and fulfil its N requirements.
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The amount of N available for the subsequent wheat accounted for 49% of wheat shoot-N variability.
Several N fluxes were not taken into account in our calculation. Pre-crop residue-N mineralisation only
took into account aboveground crop residues while ignoring below-ground residues and N
rhizodeposition. Nor were nitrogen losses by nitrous oxide emissions taken into account. Furthermore,
improvements of shoot-N after legume pre-crops may not be solely attributable to N benefits (Peoples
et al., 2009a). Introducing legumes in a cereal based rotation can significantly reduce cereal soil borne
diseases (Angus et al., 2015; Kirkegaard et al., 2008) and enhance microbial diversity and activity
(McDaniel et al., 2014; Tiemann et al., 2015). These factors were not measured in the present study
but may have improved wheat shoot-N and grain yields after legume pre-crops compared to cereal

pre-crops.

5. Conclusion

This study confirmed the relevance of reintroducing grain legumes in cereal- based cropping systems
in Europe, due to the positive effect of a wide range of legume pre-crops on the yield and shoot-N of
the subsequent wheat. Differences between legume pre-crops were however highlighted according
to: i) the amount of N mineralised from their residues, ii) the amount of inorganic-N left in the soil at
harvest, and iii) the amount of N lost after legume harvest. These differences between pre-crop
legumes need to be taken into account to increase the efficiency of subsequent crop use of N provided
by legumes while limiting N losses. Higher amounts of inorganic-N derived from residue mineralisation
were found for species with low residue C:N ratios and were positively correlated to the amounts of N
in the subsequent wheat. Legume growth cycle positioning in the year in relation to soil inorganic-N
dynamics also modulated the amount of N left in the soil at harvest and the risks of N leaching when
high precipitation occurs during the autumn-winter period. A longer fallow period, especially after
spring legumes with earlier harvesting compared to summer legumes, increase the risk of N leaching
due to inorganic-N accumulation in the soil and the more frequent rainfall during this period. Adapted
management practices, such as the establishment of cover-crop during the fallow period (Constantin
et al., 2012; Tribouillois et al., 2015a), especially for long fallow period, are crucial to reduce N losses
by stocking soil nitrogen before the establishment of the subsequent crop. Finally, the choice of the
subsequent crop with an earlier sowing date than wheat and with a high capacity to retrieve soil
inorganic-N during the early stages (for example, oilseed rape) might also be a sensible choice for

reducing N losses after legume harvest (Dejoux et al., 2003).
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Fig. S1 The amount of N mineralised from pre-crop residues (calculated by STICS model) as related to
residue C:N ratios. Residues from the first field experiment (2014) are in blue and residues from the
second field experiment (2016) are in green.
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Comparaison de la multifonctionnalité relative aux flux azotés

induits par dix espéces de légumineuses a graines

Résumé

Les légumineuses sont a l'origine de fonctions uniques et/ou complémentaires a celles d’autres
groupes d’especes (céréales, oléagineux) sur lesquelles reposent des services écosystémiques.
Pourtant, le choix des légumineuses a graines selon leur aptitude a fournir des services écosystemiques
relatifs a I'azote reste difficile compte tenu du manque de références sur une diversité d’especes.

Dans les chapitres précédents, plusieurs flux azotés induits par les dix espéces de légumineuses, et
utilisés comme indicateurs des fonctions génératrices de services écosystémiques ou d’impacts
négatifs, ont été quantifiés au cours de deux successions culturales de deux ans (légumineuse —blé) :
guantité d’azote dans les graines de légumineuses, quantité d’azote atmosphérique fixée au cours du
cycle, quantité d’azote des légumineuses issue du prélevement d’azote minéral, quantité d’azote
minéral perdue par lixiviation aprés la récolte des légumineuses, et quantité d’azote prélevée par le
blé suivant sur la totalité de son cycle. Un travail d’identification des traits de plantes déterminants
dans 'obtention des différents flux azotés a également été initié. En étudiant simultanément cing flux
azotés et les traits de plantes considérés comme explicatifs de ces flux azotés, I'objectif de ce chapitre
est de dresser le profil fonctionnel des dix espéces de légumineuses. Il s’agit de comprendre les
synergies et les antagonismes entre les flux azotés et les traits de plantes, afin de caractériser les
especes quant a leur aptitude a délivrer les services écosystémiques recherchés et limiter des impacts
négatifs.

Nos résultats indiquent que la quantité d’azote accumulée dans les graines de légumineuses et la
quantité d’azote fixée sont deux flux azotés positivement corrélés et liés a la biomasse aérienne des
légumineuses, a I'indice de récolte azoté, au poids moyen d’une graine, a la teneur en azote des graines
de légumineuses et a la teneur en cellulose des pailles. A ces traits s’opposent le rapport azote /
carbone des pailles positivement associé a la quantité d’azote dans le blé suivant. Il existe un clair
antagonisme entre la quantité d’azote perdue par lixiviation apres la récolte des légumineuses et la
quantité d’azote minéral prélevée par les [égumineuses durant leur cycle, ce dernier flux azoté étant
positivement associé a la vitesse d’expansion latérale du systéme racinaire et au rapport entre la
biomasse nodulaire et la biomasse souterraine totale. Ces profils permettent de distinguer les espéces
avec de fortes capacités de prélevement d’azote minéral pendant leur cycle et de faibles pertes par
lixiviation apreés leur récolte (haricot, pois chiche et soja), par rapport aux espéces avec de plus faibles
capacités de préléevement de I'azote minéral et pour lesquelles il existe de plus grands risques de
lixiviation de I'azote (vesce de Narbonne, vesce commune, fenugrec, lentille, féverole). Ces dernieres
especes ont par contre tendance a engendrer de plus grandes quantités d’azote dans le blé suivant par
rapport au haricot, pois chiche et soja. Enfin la féverole en 2016 et le soja en 2014 présentaient en les
plus grandes quantités d’azote fixées ainsi que les plus grandes quantités d’azote dans les graines par
rapport aux autres espéces et années.

A partir de cette approche, la caractérisation des especes par les traits identifiés comme déterminants
dans I'obtention des flux azotés donne des indications qualitatives sur le potentiel des différentes
especes de légumineuses a graines a fournir des services écosystémiques relatifs a I'azote.
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1. Introduction

Face aux problémes environnementaux (pollution de I'eau, de I'air, érosion de la biodiversité, ...), a la
raréfaction des ressources et dans un contexte de changement climatique (Steffen et al., 2015), les
nouveaux systémes de culture doivent assurer la production de denrées alimentaires par une
utilisation efficiente des ressources tout en minimisant leurs impacts négatifs sur I'environnement
(Tilman et al., 2002). Ainsi, un accent particulier est porté sur la fourniture de services écosystémiques,
c’est-a-dire les avantages socio-économiques retirés par 'homme de son utilisation durable des
fonctions écologiques des écosystémes (EFESE, 2017). Les systémes agricoles ont trop longtemps été
considérés pour leur seule aptitude a produire des biens agricoles mais sont récemment de plus en
plus reconnus pour leur capacité a également fournir des services écosystémiques (Power, 2010; Zhang
et al., 2007).

L'essor d’une agriculture durable nécessite de maximiser la production des biens agricoles reposant
sur des services écosystémiques afin de limiter le recours aux intrants de synthése tels que les
fertilisants azotés ou les pesticides (Tibi and Therond, 2017). La fourniture de services écosystémiques
repose notamment sur la réintroduction de la biodiversité spatiale et temporelle (Isbell et al., 2011)
dans les paysages agricoles ainsi qu’au sein méme des parcelles agricoles. En effet, la diversité des
especes constitutives des agroécosystemes est a I'origine de différentes fonctions, qui résultent de
processus écologiques, et sur lesquelles reposent un certain nombre de services écosystémiques. Ces
services peuvent étre des services de régulation des stress biotiques et abiotiques qui fournissent des
conditions propices au développement des cultures, en favorisant par exemple la fourniture de
nutriments aux plantes cultivées, ou en régulant les ravageurs des cultures. Il peut également s’agir de
services de régulation qui contribuent a atténuer le changement climatique ou la diffusion de polluants
dans différents compartiments de I’environnement, en atténuant par exemple I’émission de gaz a effet
de serre ou en régulant la qualité de I’eau vis-a-vis des éléments minéraux ou pesticides de synthése
(Kremen, 2005; Tibi and Therond, 2017). La complémentarité entre les fonctions induites par les
différentes espéces permet : i) une meilleure valorisation des ressources, ii) une fourniture simultanée
d’un plus grand nombre de services écosystémiques, et iii) une meilleure capacité d’adaptation aux
perturbations environnementales. Au sein des parcelles agricoles, plusieurs travaux ont cherché a
caractériser les especes selon leur capacité a remplir des fonctions associées a la fourniture de services
écosystémiques. La majorité des études ont porté sur les prairies multi-spécifiques (Tilman et al.,
1996), les cultures associées (Corre-Hellou et al., 2006), les plantes de service associées a des cultures
de rente (Lorin et al., 2016; Lorin et al., 2015; Tardy et al., 2015) ou encore sur les couverts implantés
durant l'interculture (Couédel et al., 2018; Tribouillois et al., 2015a), afin de favoriser le préléevement
des ressources du sol, participer a la fertilité du sol, réduire les pertes d’eau et de nutriments ou limiter

la compétition liée a la présence d’adventices. Les légumineuses sont a I'origine de fonctions uniques
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et/ou complémentaires avec d’autres cultures, et ont dans ce sens un rdle prépondérant a jouer dans
la fourniture de services écosystémiques lors de leur réintroduction dans les systemes de culture
majoritairement composés de céréales ou d’oléagineux. En effet, les légumineuses permettent non
seulement d’assurer la production de biens agricoles grace a la production de graines riches en
protéines, mais également de fournir des services de régulation grace a I'acquisition d’azote pendant
la croissance des [égumineuses via le processus de fixation symbiotique ou grace a la fourniture d’azote
a culture suivante via le processus de minéralisation de leurs résidus de culture plus ou moins riches
en azote. Au contraire, des impacts négatifs peuvent également résulter de l'introduction des
légumineuses dans les systéemes de culture. La plus faible capacité des légumineuses a prélever |'azote
minéral du sol par rapport aux céréales ainsi que la désynchronisation entre I'apport d’azote au sol par
les légumineuses et les besoins en azote de la culture suivante, peuvent générer des risques de pertes
d’azote par lixiviation pendant la culture des légumineuses ou apreés leur récolte durant la période
automne-hiver. Ces risques sont malgré tout trés dépendants des précipitations durant ces périodes.
Dans les chapitres précédents, de grandes différentes entre les dix espéces de légumineuses ont été
mises en avant en termes de fonctions relatives a I'azote, étudiées sous I'angle des principaux flux
azotés générés par ces cultures : quantité d’azote issue de la fixation symbiotique, quantité d’azote
minéral du sol prélevée, quantité d’azote apportée a la culture suivante et quantité d’azote perdue par
lixiviation apres la récolte des légumineuses. De méme, des différences en termes de quantités d’azote
exportées par les graines, permettant la fourniture de graines végétales riches en protéines peuvent
étre attendues entre especes. Par ailleurs, 'un des enjeux consiste a identifier les synergies ou les
antagonismes entre les différentes fonctions associées aux légumineuses et donc les flux azotés utilisés
comme indicateurs des fonctions, afin de déterminer I'aptitude des différentes espéces de
légumineuses a fournir simultanément plusieurs services (Bennett et al., 2009; Lescourret et al., 2015).
La caractérisation des espéces selon leur capacité a remplir les fonctions associées aux services
recherchés constitue un moyen d’aider aux choix des espéces les plus appropriées selon les usages
recherchés (Damour et al., 2014; Tribouillois et al., 2015a).

Cependant, la mesure systématique des différents flux azotés induits par les especes de légumineuses
dans différentes conditions environnementales peut étre fastidieuse et colteuse en moyens et en
temps, surtout lorsqu’un grand nombre d’espéces sont comparées. Pour pallier a ces limites, un travail
sur les caractéristiques de plantes déterminantes dans I'obtention des fonctions relatives a I'azote, a
été initié dans les chapitres précédents. Les especes peuvent en effet étre décrites par leurs « traits »,
c’'est-a-dire des caractéristiques morphologiques, physiologiques ou phénologiques mesurables a
I’échelle individuelle, de la cellule a I'organisme entier, sans référence a I'environnement ou tout autre
niveau d’organisation (Violle et al., 2007). L'approche par les traits, longtemps utilisée en écologie,

consiste a caractériser les especes par des traits relatifs au fonctionnement des espéces et a leur
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interaction avec I'environnement (Garnier and Navas, 2012; Violle et al., 2009). Les especes peuvent
donc étre caractérisées et classées selon une combinaison d’attributs de traits similaires (valeurs prises
pour chaque trait mesuré dans un environnement et a un temps donné), utilisés comme prédicteurs
de fonctions de I'écosystéeme et des services écosystémiques qui en découlent. De plus en plus
d’études en agronomie font appel a cette approche, notamment pour comparer un grand nombre
d’especes (Damour et al., 2014; Tardy et al., 2015; Tribouillois et al., 2015b). Cette approche n’a
cependant jamais été utilisée pour caractériser et comparer une diversité d’espéces utilisées comme
cultures de rente, telles que les [égumineuses a graines pourtant a méme de délivrer des services
écosystémiques.

A partir d’'une approche traits — fonctions (étudiées sous I'angle des flux d’azote utilisés comme
indicateurs des fonctions) — services écosystémiques ou impacts négatifs, ce chapitre cherche a faire
une synthése autour de cing flux azotés induits par les dix espéces de légumineuses au cours d’une
succession culturale de deux ans légumineuse-blé. Ces flux azotés sont a I'origine de la production de
biens agricoles (quantité d’azote exportée dans les graines de légumineuses), de services
écosystémiques de fourniture d’azote aux légumineuses et au blé suivant (quantité d’azote des
légumineuses issue de la fixation symbiotique, quantité d’azote prélevée par le blé suivant suite a la
minéralisation de I'azote des résidus de légumineuses), de services écosystémiques de régulation de
la qualité de I'eau vis-a-vis de I'azote en limitant les pertes d’azote par lixiviation pendant la culture
des légumineuses (quantité d’azote minéral du sol prélevée par les légumineuses), ou encore
d’impacts négatifs de pollution de I'eau par les nitrates aprés la culture des légumineuses (quantité
d’azote minéral lixiviée aprées la récolte des légumineuses). Des différences notables pour chacun de
ces flux ont été mises en évidence entre espéces de légumineuses et céréales (Annexe 9). Dans les
chapitres précédents, pour analyser la variabilité existant au sein des espéces de légumineuses
étudiées, un travail d’identification des traits de plantes ou propriétés du couvert de légumineuses
(équivalent des traits mesurés a I’échelle du couvert) associés aux différents flux azotés a été réalisé.
Dans le chapitre 1, nous avons identifié I'effet de la croissance aérienne de la plante sur la quantité
d’azote symbiotique fixée ainsi que l'importance de la vitesse d’expansion latérale du systéme
racinaire pour le prélévement de |'azote minéral du sol. Dans les chapitres 2 et 3, différentes
caractéristiques biochimiques des résidus aériens ont été identifiées comme explicatives des
différences de minéralisation des résidus de culture, elles-mémes positivement reliées aux quantités
d’azote prélevées par le blé suivant. Dans ce chapitre, nous nous proposons de poursuivre ce travail
en nous intéressant simultanément a cing flux d’azote engendrés par les cultures de légumineuses et
aux déterminants de ces flux, afin de caractériser la multifonctionnalité des especes de Iégumineuses

relative a I'azote.
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2. Matériels et Méthodes

2.1. Expérimentations mobilisées

Les deux expérimentations de deux ans menées au champ et décrites dans le chapitre 3 ont été
mobilisées pour quantifier les flux d’azote associés aux légumineuses et mesurer certains de leurs
déterminants (traits de plantes ou propriétés du couvert). Pour rappel, neuf especes de légumineuses
ont été cultivées en 2014 et 2016 en I'absence de fertilisation azotée (féverole, haricot, lentille, lupin,
pois, pois chiche, soja, vesce commune et vesce de Narbonne). En 2016, une dixieme espéce, le
fenugrec, a également été cultivée. Une fois les graines récoltées, les résidus de culture de
légumineuses ont été broyés et enfouis dans le sol. Les graines n’ont cependant pas été récoltées pour
la vesce de Narbonne en 2014 et 2016 et pour le pois chiche en 2014, du fait de conditions climatiques
non favorables a la production de graines pour ces espéces. Ces situations seront considérées dans la
suite de ce chapitre comme « engrais verts ». A 'automne, un blé d’hiver, conduit sans fertilisation
azotée, a été semé a la suite de tous les précédents légumineuses. Le blé a ensuite été récolté en juillet
de I'année suivante (2015 et 2017) (Fig.1).

L’essai en rhizotrons conduit en serre en 2016, décrit dans le chapitre 1, a également été mobilisé pour
mesurer des traits de plantes associés aux flux d’azote. Pour rappel, les dix espéces de légumineuses
(fenugrec, féverole, haricot, lentille, lupin, pois, pois chiche, soja, vesce commune et vesce de
Narbonne) ont été cultivées pendant 27 jours en rhizotrons (RhizoTubes) pour observer plus aisément

leur croissance racinaire. Seule la modalité non fertilisée en azote (-N) a été utilisée dans ce chapitre.
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2.2. Flux azotés mobilisés

Afin d’évaluer les biens agricoles, les services écosystémiques et les impacts négatifs relatifs a I'azote

associés aux cultures de légumineuses, différents flux azotés (utilisés comme indicateurs des fonctions)

induits par les dix espéces légumineuses ont été quantifiés a I'issue des deux d’expérimentation au

champ (Fig. 1, Tableau 1) :

La quantité d’azote exportée par les graines (Legume Grain Nitrogen : LegG_N), qui caractérise la
production de biens agricoles via le processus d’accumulation d’azote dans les graines, a été
mesurée a maturité des légumineuses et des céréales en 2014 et 2016 ;

La quantité d’azote dans les parties aériennes des légumineuses, issue du processus de fixation
symbiotique (Nitrogen derived from air : Ndfa), a I'origine du service de « fourniture d’azote » aux
légumineuses. Ce flux a été mesuré a maturité des l[égumineuses en 2014 et 2016 ;

La quantité totale d’azote dans les parties aériennes du blé non fertilisé (Wheat_N) cultivé apres
les légumineuses rend compte du service de « fourniture d’azote » au blé suivant. Ce flux a été
mesuré a maturité du blé en 2015 et 2017. La quantité d’azote dans le blé ne renseigne pas
directement la quantité d’azote issue de la minéralisation des résidus de légumineuses.
Cependant, le blé n’étant pas fertilisé en azote, les différences entre les espéces de légumineuse
en tant que précédent peuvent étre révélées, car les différences de quantités d’azote dans le blé
entre modalités proviennent en partie du processus de minéralisation de I'azote des résidus des
précédents [égumineuses ;

La quantité d’azote minéral du sol prélevée par les légumineuses durant leur cycle (Nitrogen
derived from soil : Ndfsoil) rend compte de la capacité des légumineuses a valoriser I'azote du sol.
Cette quantité a été considérée comme un indicateur de la quantité d’azote minéral non lixiviée
pendant leur culture, a I'origine du service de « régulation de la qualité de I'eau vis-a-vis de
I’azote ». Ce flux a été mesuré a maturité des légumineuses en 2014 et 2016.

La quantité d’azote lixiviée (Nleached) entre la récolte des précédents légumineuses et la récolte
du blé I'année suivante caractérise I'impact négatif de « pollution de I’eau par les nitrates ». La
quantité d’azote lixiviée a été estimée par modélisation avec le modele STICS pour les dix

précédents [égumineuses et pour les deux expérimentations au champ.
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Fig. 1 Représentation des flux azotés a I’origine de la fourniture de services écosystémiques relatifs a
I'azote au cours d’une succession culturale de deux ans légumineuse - blé.

Les FLUX AZOTES (MAJUSCULE EN GRAS) sont ici considérés comme des indicateurs des fonctions qui
résultent de processus (minuscule en gras) ; le niveau du flux azoté varie selon les traits de plantes ou
propriétés du couvert (minuscule en italique). En rouge : flux azotés a I'origine de biens agricoles ; en
vert : flux azotés a I'origine de services écosystémiques de fourniture d’azote aux plantes cultivées ; en
bleu foncé : flux azotés a I'origine de services écosystémiques de régulation de la qualité de I'eau vis-
a-vis de 'azote ; en bleu clair : flux azotés a I'origine d’'impacts négatifs de pollution de I'eau par les
nitrates.

« rhizotron » indique les traits qui ont été mesurés sur des plantes cultivées en rhizotrons. Les
propriétés du couvert ont été mesurées en champs. Les traits de plantes ou propriétés du couvert
entre parenthéses ont été mesurés mais n’ont pas été utilisés dans I'analyse.
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2.3. Traits de plantes et propriétés du couvert associés aux flux d’azote

A l'issue des deux expérimentations au champ en 2014 et 2016 et de I'essai en rhizotron conduit en
serre en 2016, plusieurs propriétés du couvert ou traits de plantes ont été mesurés pour les dix espéces
de légumineuses. Ces propriétés du couvert ou traits de plantes étaient considérés comme
déterminants dans l'obtention de flux azotés a l|'‘origine de biens agricoles et de services
écosystémiques.

Au champ, ces propriétés du couvert ont été mesurés sur des prélévements aériens sur une surface de
1 m? effectués a maturité des légumineuses avec quatre répétitions par espéce. Pour
I’expérimentation en rhizotron des images du systéeme racinaire ont été prises au cours du temps.
Vingt-sept jours apres le semis, les plantes (quatre répétitions par espéece) ont été prélevées et les
parties aériennes, les racines et les nodosités ont été séparées afin de déterminer les biomasses seches

de ces différents organes.

2.3.1. Propriétés du couvert associées aux flux azotés a l'origine de la production de biens agricoles

Afin d’expliquer la quantité d’azote dans les graines de légumineuses a |'origine de la production de
biens agricoles, des propriétés de couverts supposées comme déterminantes pour la production de
graines riches en protéine, ont été mesurées (Fig. 1, Tableau 1). La quantité d’azote dans les graines
de légumineuses varie selon I'accumulation en carbone et en azote dans les graines par la plante.
L’accumulation en carbone dans les graines par la plante a été associée a priori a deux propriétés de
couvert mesurées au champ, a savoir le nombre de graines récoltées par unité de surface (Number of
seeds : S_numb) et le poids moyen d’une graine récoltée (mean Seed Weight : mSW). L'investissement
en azote dans les graines par la plante par rapport aux parties végétatives (pailles) a été associé a priori
a deux autres propriétés de couvert mesurées au champ. |l s’agit de la teneur en azote des graines
(Seed Nitrogen Concentration : SNC) et de I'indice de récolte azoté (Nitrogen Harvest Index : NHI),
défini comme le rapport entre la quantité d’azote des graines et la quantité d’azote totale des parties

aériennes a la récolte.
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Tableau 1 Approche services écosystémiques — fonction — trait appliquée a la comparaison de dix espéces de légumineuses a graines.

Biens, services écosystémiques Fonctions

ou impacts négatifs

Flux azotés (indicateurs
des fonctions)

Processus

Traits de plantes et propriétés du couvert

Biens agricoles

Production de graines végétales
riches en protéines

N dans les graines de
l[égumineuses (LegG_N)

Produire des graines
riches en azote

Accumulation
d'azote dans les
graines

Nitrogen Harvest Index (NHI)
Indice de récolte azoté

Seed Nitrogen Concentration (SNC)
Teneur en azote des graines

mean Seed Weight (mSW)

Poids moyen d'une graine

number of Seeds (S_numb)
Nombre de graines

Services écosystémiques de fournitures d'azote aux plantes cultivées

N des parties aériennes
des légumineuses issu de
la fixation symbiotique
(Ndfa)

Apporter de I'azote
biologique au
systeme

Fourniture d'azote aux
légumineuses

Fixation
symbiotique de N>

shoot Dry Matter (DMs)

Biomasse séche aérienne

belowground Nodule Mass Fraction (NMFb)

Proportion de biomasse nodulaire sur biomasse souterraine

Accroitre le pool
d'azote disponible
pour la culture
suivante

N des parties aériennes du
blé suivant non fertilisé
(Wheat_N)

Fourniture d'azote a la culture
suivante

Minéralisation des
résidus de
légumineuses

Residue Nitrogen Carbon ratio (Res_N:C)
Rapport azote / carbone des résidus

Residue Cellulose fraction (Res_CEL)

Proportion de cellulose dans les résidus

Residue Soluble Compounds fraction (Res_SC)
Proportion de composés solubles dans les résidus

Services écosystémiques de régulation de la qualité de I'eau vis-a-vis de I'azote

N des parties aériennes
des légumineuses issu du
prélevement d'azote
minéral du sol (Ndfsoil)

Conserver de I'azote
dans le systeme sol-
plante

Régulation des pertes d'azote
par lixiviation pendant la culture
de légumineuse

Prélevement
d'azote minéral du
sol

root Lateral Expansion Rate (Ler)

Vitesse d'expansion latérale du systeme racinaire
Root Mass Fraction (RMF)

Proportion de biomasse racinaire sur biomasse totale

Impacts négatifs de pollution de I’eau par les nitrates

Perdre de I'azote en
dehors du systeme
agricole

Génération de pertes d'azote
par lixiviation aprés la culture
de légumineuse

N lixivié apres la récolte
des légumineuses
(NLeached)

Lixiviation de
I'azote minéral du
sol

Residue Nitrogen Carbon ratio (Res_N:C)
Residue Cellulose fraction (Res_CEL)

Residue Soluble Compounds fraction (Res_SC)
root Lateral Expansion Rate (Ler)

Root Mass Fraction (RMF)
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2.3.2. Traits de plantes et propriétés du couvert associées aux flux azotés a 'origine de services
écosystémiques de fourniture d’azote aux cultures
Dans le chapitre 1, la demande en azote a été identifiée comme déterminante pour la quantité d’azote

fixée. Ainsi, la biomasse seche aérienne (shoot Dry Matter : DMs) a été mesurée au champ a maturité

afin de caractériser la demande du couvert (Fig. 1, Tableau 1). Un trait de plante supplémentaire, non
étudié dans les chapitres précédents et mesuré sur les plantes cultivées en rhizotrons, a été
sélectionné pour expliquer les quantités d’azote fixées. Il s’agit du rapport biomasse nodulaire sur la
biomasse souterraine totale (racines + nodosités) (belowground Nodule Mass Fraction : NMFb) qui
renseigne sur le compromis de répartition de biomasse entre les deux organes d’acquisition de
I’azote chez les légumineuses : les racines (organe de prélevement de I'azote minéral du sol) et les
nodosités (organes de la fixation symbiotique). Pour le trait NMFb une valeur moyenne des quatre
répétitions a été attribuée a chacune des espéces de légumineuses.

Dans les chapitres 2 et 3, des propriétés biochimiques des résidus aériens ont été identifiées comme
explicatives des différences de minéralisation des résidus de culture. La minéralisation de I'azote des
résidus a également pu étre identifiée comme déterminante pour comprendre les quantités d’azote
dans le blé suivant a maturité. Trois propriétés biochimiques des résidus aériens ont été retenues
comme les plus explicatives des différences de minéralisation des résidus aériens et donc des quantités
d’azote dans le blé suivant (Fig.1,Tableau 1) : le rapport azote/carbone (Residue Nitrogen Carbon
ratio : Res_N:C), la proportion de composés solubles (Residue soluble compounds fraction : Res_SC) et
la proportion de cellulose (Residue cellulose fraction: Res_CEL). Pour chacune des deux
expérimentations au champ, les proportions de composés solubles et de cellulose correspondent a
une valeur moyenne des quatre répétitions par espece.

Les proportions d’hémicellulose et de cellulose dans les résidus aériens de légumineuses n’ont pas été
retenues car celles-ci étaient trés peu variables entres les espéces de légumineuses et donc beaucoup
moins explicatives des différences entre especes de minéralisation de |'azote des résidus aériens par
rapport aux trois propriétés biochimiques retenues (voir chapitre 2). D’autre part, d’apres les résultats
du chapitre 2, les racines représentaient une trés faible proportion de I'azote total des résidus et
engendrent donc de trés faibles quantités d’azote potentiellement minéralisées. Pour cette raison les

racines n’ont pas été considérées dans ce chapitre.

2.3.3. Traits de plantes associés aux flux azotés a I'origine de services écosystémiques de régulation de
la qualité de I'eau vis-a-vis de I'azote

Dans le chapitre 1, les traits racinaires caractérisant la capacité du systéme racinaire a explorer le

volume de sol ont été identifiés comme déterminants dans le prélevement d’azote minéral. La

capacité de prélevement de I'azote minéral du sol par les cultures de légumineuses limite les
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potentielles pertes par lixiviation pendant la culture de légumineuses et contribuent ainsi au service
de régulation de la qualité de I'eau vis-a-vis de |'azote. La vitesse d’expansion latérale du systéme
racinaire (root Lateral expansion rate : Ler), indiquant la capacité d’exploration du sol horizontalement,
a été identifiée comme particulierement explicative des différences de prélevement de I'azote minéral
du sol entre les espéces de légumineuses (Fig. 1, Tableau 1). Au contraire, la vitesse d’expansion du
systeme racinaire en profondeur n’a pas été retenue, car ce trait était beaucoup moins discriminant
entre les espéces de légumineuses et n’a pas permis d’expliquer les différences de prélevement
d’azote minéral du sol entre especes. Un trait supplémentaire mesuré en rhizotron a par contre été
ajouté. Il s’agit du rapport biomasse racinaire sur biomasse totale (Root Mass Fraction : RMF) qui
renseigne sur l'investissement de la biomasse dans les racines. Pour les deux traits racinaires
considérés (RMF et Ler) une valeur moyenne des quatre répétitions a été attribuée a chacune des
espéces de légumineuses.

La quantité d’azote lixiviée aprés la récolte des [égumineuses a été montrée comme tres dépendante
des conditions climatiques (précipitations qui entrainent I’azote minéral non utilisé vers les aquiféres)
et du positionnement du cycle des légumineuses dans I'année (espéces de printemps vs espéces d’été).
La date de récolte des légumineuses marque le début de la période de sol nu pendant laquelle aucune
plante ne préléve I'azote minéral disponible avant que la culture suivante ne puisse le valoriser. Ainsi,
les différentes dates de récolte entre especes de légumineuses modulent la durée de cette période.
Par ailleurs, la quantité d’azote minéral disponible aprés la récolte des légumineuses et sujette a la

lixiviation varie selon le reliquat azoté apreés la récolte des légumineuses (potentiellement modulé par la
capacité des légumineuses a prélever I'azote minéral du sol pendant leur cycle) et selon la minéralisation
de I'azote des résidus de légumineuses. Ainsi au-dela des conditions climatiques et du positionnement
du cycle des légumineuses dans I'année, les traits de plantes et propriétés du couvert identifiés ci-
dessus comme déterminants dans le prélévement d’azote minéral et dans la minéralisation des résidus
de culture sont également considérés déterminants pour les quantités d'azote lixiviées apres la récolte

des légumineuses (Fig. 1, Tableau 1).

2.4. Calcul de la multifonctionnalité

A partir des cing flux azotés étudiés (LegG_N, Ndfa, Wheat_N, Ndfsoil, NLeached), la méthode des
seuils multiples proposée par Byrnes et al. (2014) a été appliquée afin d’évaluer la multifonctionnalité
des différentes espéces de légumineuses. Il s’agit d’attribuer une note unique aux différentes espéces
de légumineuses pour rendre compte de leur capacité a engendrer de grandes quantités d’azote pour
les cing flux azotés considérés.

Dans le cas du flux azoté Nleached, une grande valeur d’azote perdue par lixiviation indique un fort
niveau d’impact négatif. Les données de Nleached ont donc été transformées afin d’appréhender ce

flux azoté dans le sens de la minimisation de I'impact négatif de pollution de I’eau par les nitrates, en
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suivant la méthode proposée par Byrnes et al. (2014). Pour y parvenir la quantité d’azote lixiviée
maximale entre la récolte des dix espéces de légumineuses et la récolte du blé suivant a été
déterminée pour chacune des deux expérimentations au champ (expérimentation 2014-2015 : 123 kg
N ha? pour le précédent cultural vesce commune, expérimentation 2016-2017 : 49 kg N ha® pour le
précédent cultural vesce commune). Par la suite, pour les deux expérimentations au champ, la
différence entre la quantité d’azote lixiviée aprés chacun des précédent légumineuses et la quantité

d’azote lixiviée maximale a été calculée telle qu’indiqué par I'’équation 1 :
Nleached_;, i,x = —1 X Nleached i,x + max(Nleached x) (1)

avec Nleached ix la quantité d’azote lixiviée entre la récolte de la légumineuse i et la récolte du blé
suivant au cours de I'expérimentation x, et max (Nleached x) la quantité d’azote maximale lixiviée
parmi I’ensemble des précédents légumineuses de la méme expérimentation x.

Les valeurs de quantités d’azote lixiviées transformées (Nleached_: i,x) renseignent sur les quantités
d’azote lixiviées en moins entre la récolte des légumineuses et la récolte du blé suivant par rapport a
la modalité avec les plus grandes quantités d’azote lixiviées. En prenant I'exemple du précédent
féverole de I'expérimentation 2014-2015 au champ, 103 kg N ha* ont été estimés comme lixiviés par
le modele STICS entre la récolte de la féverole et la récolte du blé suivant. Ainsi, la valeur de quantité
d’azote lixiviée transformée est égale 3 20 kg N ha (-1 x 103 + 123) et indique qu’aprés la féverole 20
kg N ha! d’azote ont été lixiviés en moins par rapport a la modalité qui a engendré le plus de lixiviation

d’azote au cours de la méme expérimentation au champ (soit la vesce commune dans notre exemple).

Afin de déterminer un index de multifonctionnalité basé sur des dépassements de seuils, le niveau
maximal de chacun des flux azotés a été calculé (Fig. 2). Pour chacun des flux azotés, il s’agit de la
valeur moyenne des 9 valeurs les plus élevées parmi l’'ensemble des 76 valeurs provenant des mesures
sur les dix espéces légumineuses, avec quatre répétitions par espece dans les deux expérimentations

au champ (sauf le fenugrec qui n’a été cultivé que dans la deuxiéme expérimentation au champ).

Différents seuils définis comme des pourcentages du niveau maximal des flux azotés, peuvent étre
alors étre considérés. Pour un seuil donné, une valeur de 1 est attribuée a chacun des flux azotés ayant
une valeur supérieure au seuil considéré. Dans le cas contraire une valeur de 0 est attribuée. L'index
de multifonctionnalité correspond a la somme des flux azotés ayant une valeur supérieure au seuil
considéré. Par exemple, une modalité (c.a.d. une espece de légumineuse, une répétition et une
expérimentation au champ) recevra un score de 5 pour un seuil de 50% si la valeur des flux azotés est
supérieure a 50 % de la valeur maximale calculée pour chaque flux : c’est a dire, si la quantité d’azote
dans les graines (LegG_N) est supérieure a 156 kg N ha, la quantité d’azote issue de la fixation

symbiotique (Ndfa) est supérieure a 156 kg N ha’l, la quantité d’azote du blé suivant (Wheat_N) est
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supérieure 3 47 kg N ha’l, la quantité d’azote minéral du sol prélevée par la légumineuse (Ndfsoil) est
supérieure a 43 kg N ha? et la quantité d’azote lixiviée en moins aprés la récolte des [égumineuses par
rapport a la modalité avec la plus grande quantité d’azote lixiviée (Nleached_tr) est supérieure a 34 kg
N ha? (Fig. 2). Un index moyen par espéce de légumineuse (moyenne des quatre répétitions et des

deux expérimentations au champ) a été calculé pour les seuils allant de 1 a 100 %.
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Fig. 2 Box plot des différents flux azotés mesurés sur les dix espéces de Iégumineuses au cours des
deux expérimentations au champ de deux ans. Les points rouges indiquent la valeur maximale retenue
pour chacun des flux azotés (moyenne des 9 valeurs les plus élevées). Les barres rouges indiquent les
quantités d’azote pour I'exemple du seuil 50% de I'index de multifonctionnalité. N dans les graines de
légumineuses (LegG_N) ; N dans les parties aériennes des légumineuses issu de la fixation symbiotique
(Ndfa) ; N dans les parties aériennes du blé suivant (Wheat_N); N des parties aériennes des
I[égumineuses issu du prélevement d’azote minéral du sol (Ndfsoil) ; N lixivié en moins apres la récolte
des légumineuses par rapport a la modalité avec les plus grandes quantités d’azote lixiviées
(Nleached_tr).

2.5. Calcul du solde azoté apparent

Le solde azoté apparent renseigne sur la modification du stock azoté du sol aprés une culture de
légumineuse. Il a été calculé comme la différence entre la quantité d’azote biologique (N.) fixée dans
les parties aériennes via le processus de fixation symbiotique (Ndfa) et la quantité d’azote exportée
par les graines de légumineuses (LegG_N). Un solde apparent positif traduit une entrée d’azote issu de
la fixation symbiotique dans le systéme de culture. Le solde azoté apparent a été calculé pour les

années 2014 et 2016.
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2.6. Analyses statistiques

Afin d’identifier les relations positives ou négatives entre les traits de plantes, une analyse des données
par corrélations linéaires basées sur le coefficient de Pearson a été réalisée a I'aide du logiciel R version
3.4.2. (R Core Team, 2016) a partir des packages coorplot et hmisc.

Une analyse de Redondance (RDA) a été réalisée afin d’évaluer les synergies et les antagonismes entre
flux azotés et déterminer les traits de plantes et propriétés du couvert les plus explicatifs de ces flux
azotés. Dans cette analyse les flux azotés ont été utilisés comme variables de réponse tandis que les
traits de plantes et propriétés du couvert ont été utilisés comme variables explicatives. Le solde azoté
apparent a été ajouté comme variable supplémentaire. La RDA a été couplée avec des tests de
permutation de Monte Carlo (999 permutations) afin d’expliquer la variabilité des flux azotés par les
traits de plantes et les propriétés du couvert. La RDA a été réalisée a I'aide du logiciel Canoco 5.10 (ter
Braak and Smilaueur, 2012) et 'ensemble des flux azotés, traits de plantes et propriétés du couvert

ont préalablement été centrés réduits.

3. Résultats

3.1. Caractérisation et corrélations entres les traits de plantes et propriétés du couvert

Les dix espéces légumineuses présentent une relativement grande variabilité de valeurs pour
I’ensemble des traits ou propriétés mesurés au champ et en rhizotrons (Tableau 2). Les valeurs
moyennes sont cependant assez proches pour les propriétés mesurées au champ en 2014 et 2016.
Par la suite, une analyse par corrélations linéaires entre les traits ou propriétés a été réalisée afin de
déterminer les relations entre ces variables (Fig. 3). Il existe des relations positives entre NHI, SNC, SW,
DMs et Res_CEL tandis que I’'ensemble de ces propriétés sont négativement corrélées a Res_N:C et
Res_SC (Fig. 3). Ainsi les plantes avec de grandes biomasses aériennes a maturité (grandes DMs) ont
tendance a exporter une plus grande proportion de leur azote dans les graines (grand NHI) et a avoir
des graines de grande taille (grandes valeurs de mSW) riches en azote (grandes valeurs de SNC). Au
contraire, les résidus de ces plantes ont de faibles rapports azote / carbone (faible Res_N:C), de faibles
proportions de composés solubles, mais des proportions de cellulose élevées (grande Res_CEL). Par
ailleurs, NMFb et Ler ont tendance a étre positivement corrélés entre eux, tandis que NMFb est
négativement corrélé a RMF. Ainsi, des plantes avec une grande biomasse de nodosités par rapport a
la biomasse souterraine totale (NMFb) ont tendance a avoir une faible biomasse racinaire par rapport

a la biomasse totale (RMF).
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Tableau 2 Valeurs des traits de plantes et des propriétés du couvert, mesurés au cours des
expérimentations au champ et en rhizotrons.

2014 2016
Mesures au champ Unité Moyenne Min Max Moyenne Min Max
NHI keNkgN?! 0.60 0.00 0.93 0.62 0.00 0.92
SNC gN100g! 3.7 0.0 7.1 4.0 0.0 6.8
mSW g graine™ 0.153 0.000 0.408 0.136 0.000 0.388
S_numb grainesm?2 2138 0 12 507 2 406 0 10461
DMs gm? 643 172 1068 659 245 1441
Res_N:C ggt! 0.033 0.011 0.083 0.035 0.014 0.075
Res_CEL gg? 0.31 0.23 0.43 0.34 0.21 0.49
Res_SC gg! 0.44 0.32 0.53 0.38 0.25 0.52
Mesures en Rhizotrons
Ler mm day*! 0.97 0.32 1.50
RMF gg? 0.25 0.17 0.35
NMFb gg? 0.22 0.14 0.63

Les abréviations des traits de plantes et des propriétés du couvert sont spécifiées dans le Tableau 1.
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Fig. 3 Matrice de corrélation entre les traits de plantes et propriétés du couvert. La largeur des ellipses
renseigne sur les valeurs des coefficients de corrélation de Pearson (faible largeur : coefficient de
corrélation proche de 1, grande largeur : coefficient de corrélation proche de 0). Les corrélations
positives sont en bleu tandis que les corrélations négatives sont en rouge. La significativité des
corrélations est indiquée par * (p < 0.01). Indice de récolte azoté (NHI) ; Teneur en azote des graines
(SNC) ; Poids moyen d’une graine (mSW) ; Nombre de graines (S_numb) ; Biomasse séche aérienne
(DMs) ; Proportion de biomasse nodulaire sur biomasse souterraine (NMFb) ; Rapport azote / carbone
des résidus (Res_N:C) ; Proportion de cellulose dans les résidus (Res_CEL) ; Proportion de composés
solubles dans les résidus (Res_SC) ; Vitesse d'expansion latérale du systéme racinaire (Ler) ; Proportion
de biomasse racinaire sur biomasse totale (RMF).
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3.2. Synergies et antagonismes entre les flux azotés et étude des traits explicatifs

L’analyse de Redondance indique que les traits et propriétés expliquent 76.1 % de variabilité totale des
flux azotés (Tableau 3). La Figure 4 indique que sur les deux premiers axes, les traits et propriétés
expliquent 66.1 % de la variabilité totale (respectivement, 47.3 et 18.8 % pour les axes 1 et 2).

Une grande part de la variabilité est expliquée par la biomasse aérienne (DMs : 38.4 %, p-value <0.001)
tandis que la proportion de biomasse nodulaire sur biomasse souterraine (NMFb), la teneur en azote
des graines (SNC), la proportion de composés solubles dans les résidus (Res_SC) et le rapport azote /
carbone des résidus (Res_N:C) expliquent chacun entre 6 et 11 % de la variabilité (Tableau 3). Le reste
des traits et propriétés expliquent chacun moins de 5 % de la variabilité et seule la vitesse d'expansion
latérale du systéme racinaire (Ler), I'indice de récolte azoté (NHI), et la proportion de biomasse
racinaire sur biomasse totale (RMF) expliquent significativement la variabilité des flux azotés.

Les résultats de la RDA mettent en avant une forte corrélation positive entre la quantité d’azote dans
les graines de légumineuses (LegG_N) et la quantité d’azote des parties aériennes des légumineuses
issue de la fixation symbiotique (Ndfa) avec I'axe 1 (0.90 et 0.82, respectivement) et dans une moindre
mesure avec |'axe 2 (0.28 et 0.45, respectivement) (Fig. 4A). Les flux LegG_N et Ndfa sont aussi
positivement corrélés avec la biomasse aérienne (DMs), la teneur en azote des graines (SNC), le poids
moyen d’une graine (mMSW) et lI'indice de récolte azoté (NHI). Par ailleurs, la quantité d’azote des
parties aériennes des légumineuses issue du préléevement d’azote minéral du sol (Ndfsoil) est
positivement corrélée avec I'axe 1 (0.72) et dans une moindre mesure négativement corrélée avec
I'axe 2 (-0.24). Le flux Ndfsoil est également positivement corrélé avec la proportion de biomasse
nodulaire sur la biomasse souterraine (NMfb) et en moindre mesure avec la vitesse d'expansion
latérale du systeme racinaire (Ler). Il existe cependant une corrélation négative entre, d’'une part le
flux Ndfsoil, et d’autre part la quantité d’azote des parties aériennes du blé suivant (Wheat_N) et la
quantité d’azote lixiviée apres la récolte des légumineuses (Nleached). Ces deux derniers flux azotés

sont positivement corrélés avec le rapport azote / carbone des résidus (Res_N:C).
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Fig. 4 (A) Biplot de I'analyse de redondance (RDA) afin d’identifier les relations entre les flux azotés
(variables de réponse : fleches épaisses bleu foncé) et les traits de plantes et propriétés du couvert
(variables explicatives : fleches fines bleu claire). Le solde azoté apparent correspond a une variable
supplémentaire (fleche violette en pointillée). Indice de récolte azoté (NHI) ; Teneur en azote des
graines (SNC) ; Poids moyen d’une graine (mSW) ; Nombre de graines (S_numb) ; Biomasse seche
aérienne (DMs) ; Proportion de biomasse nodulaire sur biomasse souterraine (NMFb) ; Rapport azote
/ carbone des résidus (Res_N:C) ; Proportion de cellulose dans les résidus (Res_CEL) ; Proportion de
composés solubles dans les résidus (Res_SC) ; Vitesse d'expansion latérale du systéme racinaire (Ler) ;
Proportion de biomasse racinaire sur biomasse totale (RMF). N dans les graines de légumineuses
(LegG_N); N des parties aériennes des légumineuses issu de la fixation symbiotique (Ndfa); N des
parties aériennes du blé suivant (Wheat_N); N des parties aériennes des légumineuses issu du
préléevement d’azote minéral du sol (Ndfsoil) ; N lixivié apres la récolte des légumineuses (Nleached).
(B) Projection des individus sur la RDA. Les ellipses représentent les intervalles de confiance a 95 %
pour chacune des espéces et chaque année de culture des légumineuses : 2014 (A); 2016 (®). Les
espéces pour lesquelles il n’y a pas eu de production de graines sont indiquées par (ev : engrais vert) :
vesce de Narbonne en 2014 et 2016 et pois chiche en 2014.
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Tableau 3 Synthése des résultats de I'analyse de Redondance (RDA) indiquant la part de variabilité des
flux azotés expliquée par les différents traits de plantes et propriétés du couvert et les valeurs de p-
values associées selon le test de Monte Carlo.

Traits % variation expliquée p-value

DMs 38.4 0.001
NMFb 8.4 0.001
SNC 8.3 0.001
Res_SC 6.9 0.001
Res_N:C 6.3 0.001
Ler 3.1 0.001
NHI 2.2 0.003
RMF 1.0 0.049
Res_CEL 0.6 0.209
mSW 0.5 0.232
S_numb 0.4 0.344

Les abréviations des traits de plantes et propriétés du couvert sont spécifiées dans le Tableau 1

3.3. Multifonctionnalité des espéces

La projection des individus sur le plan factoriel de la RDA (axes 1 et 2) permet de caractériser les dix
especes de légumineuses selon leurs traits ou propriétés et les flux azotés qu’elles induisent (Fig. 4B).
La féverole est caractérisée par une forte quantité d'azote exportée par les graines (LegG_N) et une
grande quantité d’azote fixée (Ndfa) notamment en 2016 du fait d’'une grande biomasse aérienne
(DMs) et d’un grand indice de récolte azoté (NHI) (Fig. 4B). Cette espéce a aussi tendance a engendrer
de grandes quantités d’azote dans le blé suivant. Par contre, de relativement grandes quantités d’azote
sont perdues par lixiation aprés la récolte de la féverole notamment en 2014 (Nleached). Le haricot, le
pois chiche (avec production de graines) et le soja sont caractérisés par de fortes capacités a prélever
I’'azote minéral du sol pendant leur cycle (Ndfsoil). Ces trois espéces sont notamment caractérisées par
une grande vitesse d’expansion latérale du systéme racinaire (Ler). Le haricot est également
caractérisé par une forte biomasse nodulaire par rapport a biomasse souterraine totale (NMFb). De
grandes quantités d’azote sont également fixées (Ndfa) et exportées dans les graines (LegG_N) par le
soja, notamment en 2014. De plus, apreés la culture de ces trois especes de légumineuses peu d’azote
est perdu par lixiviation. Par contre, le haricot, le pois chiche et le soja ont tendance a engendrer de
relativement faibles quantités d’azote dans le blé suivant (Wheat_N). La vesce de Narbonne engendre
des quantités d’azote exportées dans les graines (LegG_N) nulles et de faibles quantités d’azote fixées
(Ndfa) ainsi que de faibles quantités d’azote minéral prélevées pendant son cycle (Ndfsoil). De grandes
guantités d’azote sont perdues par lixiviation aprés la culture de la vesce de Narbonne (Nleached). Par
contre, cette espece engendre de grandes quantités d’azote dans le blé suivant, du fait notamment

d’un faible rapport azote / carbone des résidus (Res_N:C). Le fenugrec, la lentille, le lupin, le pois et la
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vesce commune se caractérisent par une situation intermédiaire avec des valeurs moyennes pour
I’ensemble des cinqg flux azotés.

L’étude de la capacité des espéces de légumineuses a fournir simultanément plusieurs biens agricoles
et services écosystémiques tout en minimisant les impacts négatifs via les flux azotés qu’elles
engendrent a été complétée a partir du calcul d’'un index de multifonctionnalité. Pour des faibles
niveaux de seuil (25 %) I'ensemble des especes ont un index de multifonctionnalité supérieur a 3 c’est-
a-dire qu’au moins 3 flux azotés sont supérieurs a 25 % du maximum mesuré pour chacun des flux

azotés (Fig. 5, Tableau 4).
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Fig. 5 Index de multifonctionnalité (moyenne du nombre de flux azotés supérieurs au seuil) en fonction
du seuil. Les fleches indiquent les seuils (25, 50 et 75 %) plus finement étudiés dans le Tableau 4. Les
espéces pour lesquelles il n’y a pas eu de production de graines sont indiquées par (ev : engrais vert) :
vesce de Narbonne en 2014 et 2016 et pois chiche en 2014. L'index de multifonctionnalité a été calculé
pour le pois chiche sans production de graines en 2014 et pour le pois chiche avec production de
graines en 2016.

Au seuil 25 %, la vesce de Narbonne, et la vesce commune présentent les plus faibles index de
multifonctionnalité, du fait de I'absence de production de graines ou de faibles quantités d’azote dans

les graines et de quantités d’azote fixées inférieures a 78 kg N hapour la Vesce de Narbonne (Tableau
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4). Le pois et la lentille présentent un index légérement plus grand associé a une quantité d’azote dans
les graines quasiment systématiquement supérieure a 78 kg N ha™. Par contre, dans la totalité ou la
moitié des situations, ces espéces engendrent de grandes quantités d’azote perdues par lixiviation
aprés leur récolte (moins de 17 kg N hasont lixiviés en moins par rapport a la modalité avec les plus
grandes quantités d’azote lixiviées). Le lupin, le soja, le fenugrec, le haricot, la féverole et |le pois chiche
en 2016 (avec production de graines) ont un index de multifonctionnalité proche de 5 pour le seuil
25 %. Parmi ces six espéces, seul le fenugrec présente une quantité d’azote dans les graines inférieure
a 78 kg N ha! dans un quart des situations étudiées. Par ailleurs, dans un quart des situations étudiées
le haricot fixe des quantités d’azote inférieures a 78 kg N ha. Par ailleurs, le lupin et le soja présentent
dans la moitié des situations des quantités d’azote lixiviées en moins par rapport a la modalité avec les
plus grandes quantités d’azote lixiviées inférieures a 17 kg N ha* (seuil 25 %).

Pour toutes les especes de légumineuses, I'index de multifonctionnalité décroit lorsque le seuil
augmente (Fig. 5). Les plus faibles index de multifonctionnalité sont mesurés pour la vesce de
Narbonne, la vesce commune, le pois chiche en 2014 (engrais vert), le pois, la lentille et le fenugrec.
L’ensemble de ces espéces ont des quantités d’azote dans les graines inférieures & 156 kg N ha? et
fixent moins de 156 kg N ha (Tableau 4, seuil 50 %). Cependant, la vesce de Narbonne et la lentille
engendrent une quantité d’azote dans le blé suivant supérieure a 70 kg N ha™ (seuil 75 %), tandis
qu’apreés la culture du pois chiche en 2014 (engrais vert) plus de 56 kg N ha™ ne sont pas lixiviés par
rapport a la modalité avec les plus grandes quantités d’azote lixiviéees (seuil 75 %). Au contraire, le
soja, la féverole et le haricot maintiennent de plus grands index de multifonctionnalité lorsque le seuil
augmente (Fig. 5). Cependant les flux azotés dépassant le seuil ne sont pas les mémes entre ces trois
especes (Tableau 4). Dans la moitié des situations, la féverole et le soja présentent des quantités
d’azote dans les graines supérieures a 233 kg N ha! et fixent plus de 234 kg N ha’. Dans la majorité
des situations, la féverole engendre également de grandes quantités d’azote dans le blé suivant (> 70
kg N ha?) contrairement au soja et au haricot. Par contre, dans la grande majorité des situations le soja
et le haricot limitent les pertes par lixiviation pendant leur cycle, du fait de quantités d’azote minéral
prélevées pendant leur cycle souvent supérieures a 65 kg N ha, mais également apreés leur récole avec
plus de 56 kg N ha! lixiviés en moins apreés leur récolte par rapport a la modalité avec les plus grandes
quantités d’azote lixiviées dans la moitié des situations. Le lupin présente une situation intermédiaire
avec de grands index de multifonctionnalité pour les seuils inférieurs a 50 % et une rapide diminution

de I'index lorsque le seuil dépasse 50 %.
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Tableau 4 Evaluation de la multifonctionnalité basée sur cing flux azotés: N dans les graines de
légumineuses (LegG_N); N des parties aériennes des légumineuses issu de la fixation symbiotique
(Ndfa) ; N des parties aériennes du blé suivant (Wheat_N) ; N des parties aériennes des légumineuses
issu du prélevement d’azote minéral du sol (Ndfsoil); N lixivié en moins aprés la récolte des
Iégumineuses par rapport a la modalité avec les plus grandes quantités d’azote lixiviées (Nleached_tr).
Le niveau maximal pour chacun de ces flux azotés est donné (moyenne des 9 valeurs les plus élevées
parmi I’'ensemble des modalités) ainsi que les valeurs pour trois différents seuils (25, 50 et 75 %). Pour
les cing flux azotés, la moyenne des notes de dépassement de seuil est renseignée pour chacune des
especes de légumineuses.

SEUIL 25 %
Flux azotés Quantités N Quantités Vc Pc Po Lu Fen Ha Pc
(kg N ha'l) maximales N pour le (ev)

seuil 25 %
LegG_N 311 78 037 0 087 1 075 1 1
Ndfa 312 78 1 1 1 1 1 0.75 1
Wheat_N 93 23 1 1 1 1 1 1 1
Ndfsoil 86 22 1 1 1 1 1 1 1
Nleached_tr 68 17 00 1 0.5 0.5 1 1 1
Index de 337 4 437 45 4.75 4.75 5
multifonctionnalité
SEUIL 50 %
Flux azotés Quantités N Quantités Vc Pc Po Lu Fen Ha Pc
(kg N ha'l) maximales N pour le (ev)

seuil 50 %
LegG_N 311 156 0 0 0 0.87 0 0 0.75
Ndfa 312 156 0 0 0 0.63 0 0 0
Wheat_N 93 47 1 1 1 1 1 1 1
Ndfsoil 86 43 0.37 05 0.13 0.13 0 1 1
Nleached_tr 68 34 0 1 05 0 0 0.5 0
Index de 137 25 1.63 2.63 1 2.5 2.75
multifonctionnalité
SEUIL75 %
Flux azotés Quantités N Quantités Vc Pc Po Lu Fen Ha Pc
(kg N ha'l) maximales N pour le (ev)

seuil 75 %
LegG_N 311 233 0 0 0 0 0 0 0
Ndfa 312 234 0 0 0 0 0 0 0
Wheat_N 93 70 075 0 0.5 0.5 0.5 0.25 0
Ndfsoil 86 65 0 0 0 0 0 0.63 1
Nleached_tr 68 51 0 1 0 0 0.5 0
Index de 075 1 0.50 0.50 0.5 1.38 1

multifonctionnalité

L’index de multifonctionnalité correspond a la somme des notes de dépassement pour les cing flux azotés.

Vn : Vesce de Narbonne ; Vc: Vesce commune, Pc : Pois chiche ; Po : Pois; Le : Lentille, Fen : Fenugrec,; Ha :
Haricot ; Lu : Lupin ; Fev : Féverole ; So : Soja.

(ev : engrais vert) : espéces pour lesquelles il n’y a pas eu de production de graines : vesce de Narbonne en 2014
et 2016 et pois chiche en 2014.
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3.4. Apport d’azote symbiotique au systeme de culture

Le solde azoté apparent pour le sol est tres variable selon les espéces de légumineuses et I'année. En
2014, le solde azoté apparent moyen était de 10 kg N ha* avec des valeurs comprises entre -37 et 117
kg N hal. Les plus fortes valeurs ont été mesurées pour le pois chiche et la vesce de Narbonne (en
moyenne 89 kg N ha?) du fait de I'absence de production de graines tandis que des valeurs négatives
ont été mesurées pour le soja, le haricot le lupin et le pois (en moyenne -28 kg N ha). La féverole, la
vesce commune et la lentille avaient un solde azoté apparent proche de 10 kg N ha. En 2016, le solde
azoté apparent moyen était de 13 kg N ha™ avec des valeurs comprises entre -44 et 48 kg N ha. Hormis
le soja et le pois chiche, le reste des légumineuses avaient en 2016 un solde azoté apparent supérieur
en moyenne de +23 kg N ha! par rapport a celui de 2014. Sans prendre en compte le pois chiche et le
soja, les plus grandes valeurs en 2016 sont associées d’une part aux plus grandes proportions d’azote
issu de la fixation symbiotique (en moyenne 69 % en 2014 et 75 % en 2016), et d’autre part aux plus
faibles indices de récolte azotés en 2016 (en moyenne 58 %) par rapport a 2014 (en moyenne 64 %).
Du fait de la récolte des graines, le pois chiche présentait un solde azoté apparent négatif en 2016
contrairement a 2014. Le solde apparent négatif du soja était similaire entre 2014 et 2016 (en

moyenne -41 kg N ha?).
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Tableau 5 Origine et répartition de I'azote dans les parties aériennes des légumineuses et quantification du solde azoté apparent
Le solde azoté apparent a été calculé de la maniére suivante : Solde azoté apparent = N des parties aériennes issu de la fixation symbiotique (Ndfa) - N dans
les graines exportées a la récolte (LegG_N). Les valeurs correspondent aux moyennes des 4 répétitions + (écart-type).

N total des N des parties N des parties aériennes N des graines : % Ndfa des parties Indice de récolte Solde N
parties aériennes issu de la issu du prélevement de LegG_N aériennes azoté apparent
aériennes fixation symbiotique :  I'azote minéraldusol: (kg N ha?) (%) (%) (kg N ha'?)
(kg N ha'?) Ndfa Ndfsoil (kg N ha)
Année 2014 (kg N ha'?)
Pois chiche (ev) 161 (30) 117 (20) a1 (12) 0 (0) 73 (4) 0 (0) 117 (20)
Vesce de Narbonne (ev) 94  (23) 60 (15) 30 (9) 0 (0) 64 (3) 0 (0) 60 (15)
Féverole 177 (17) 129 (14) 45 (6) 116 (12) 73 (3) 66 (2) 13 (7)
Vesce commune 144 (19) 100 (10) 43  (10) 91 (12) 69 (3) 63 (1) 9 (4)
Lentille 139 (15) 99 (11) 39 (5 93  (11) 71 (2) 67 (2 6 (3
Pois 158 (19) 112 (15) 4 (9) 130 (14) 71 (4) 82 (2 17 (5)
Lupin 188 (24) 147 (16) 38 (10) 168 (21) 78 (3) 89 (1) 21 (7)
Haricot 159 (7) 90 (12) 69 (6) 126 (4) 56 (5) 79 (1) 36 (9)
Soja 360 (23) 290 (36) 67 (25) 327 (20) 81 (7) 91 (1) 37 (27)
Année 2016
Pois chiche 227 (18) 140 (10) 84 (9) 167 (16) 62 (1) 74 (4) 27 (12)
Vesce de Narbonne (ev) 112 (28) 71 (20) 39 (9) 0 (0) 64 (3) 0 (0) 71 (20)
Féverole 426 (52) 364 (47) 58 (6) 316 (45) 86 (1) 74 (2) a8 (4)
Vesce commune 115 (11) 87 (9) 27 (3) 62 (5) 75 (1) 54 (5) 25 (7)
Fenugrec 148 (20) 119 (15) 29 (6) 93 (18 80 (1) 63 (5 26 (6)
Lentille 153 (8) 123 (8) 29 (4) 93  (13) 80 (3) 61 (6) 30 (6)
Pois 147 (23) 113 (20) 31 (3) 88 (17 77 (2) 60 (3) 25 (3)
Lupin 217 (12) 174 (9) 39 (2) 177 (10) 80 (2 82 (1) 4 (1)
Haricot 146 (27) 81 (17) 65 (10) 929 (23) 55 (2) 68 (4) -19 (6)
Soja 257 (11) 172 (15) 82 (6) 216 (6) 67 (3) 84 (3) -44  (15)

(ev : engrais vert) : especes pour lesquelles il n’y a pas eu de production de graines : vesce de Narbonne en 2014 et 2016 et pois chiche en 2014.
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4. Discussion

4.1. Synergie entre la production de graines et la fixation symbiotique

Une relation positive entre la quantité d’azote dans les graines et la quantité d’azote fixée a été
obtenue sur la base de mesures sur dix especes de légumineuses et deux expérimentations au champ
(Fig. 4A).

Les différences de quantités d’azote dans les graines entre especes dépendent dans un premier temps
de différences de croissance (biomasse) entre especes. En effet, le niveau de croissance définit la
demande azotée et donc la capacité de la plante a accumuler de I'azote. Sur la base des variations
entre especes et années, une relation positive entre la biomasse aérienne a maturité et la quantité
d’azote fixée a été mise en évidence avec en moyenne 25 kg N fixés par tonne de matiére séche
aérienne (Fig. 6). Cette valeur est équivalente a la valeur maximale de 25 kg N fixés par tonne de
matiére seche aérienne rapportée par Herridge et al. (2008). Par conséquent, compte tenu du rdle
majeur joué par la croissance aérienne en tant que déterminant de I'activité fixatrice, 'amélioration
des facteurs limitant la croissance est essentiel afin d’augmenter les quantités d’azote fixées tel que

souligné par Crews and Peoples (2004).
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Fig. 6 Relation entre la quantité d’azote des parties aériennes issue de la fixation symbiotique et la
biomasse aériennes mesurée au champ a maturité pour dix espéces de légumines et deux années de
culture. Légumineuses cultivées en 2014 (A); Légumineuses cultivées en 2016 (®). Chaque point
correspond a la moyenne des 4 répétitions. Fen : Fenugrec ; Fev : Féverole ; Ha : Haricot ; Le : Lentille,
Lu : Lupin ; Po : Pois ; Pc : Pois chiche ; So : Soja ; Vc : Vesce commune ; Vn : Vesce de Narbonne. (ev :
engrais vert : espéces pour lesquelles il n’y a pas eu de production de graines : vesce de Narbonne en
2014 et 2016 et pois chiche en 2014).
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Par ailleurs, la quantité d’azote dans les graines dépend également de la part d’azote remobilisée des
parties végétatives vers les graines durant la phase de remplissage des graines. Nos résultats indiquent

que l'indice de récolte azoté (NHI) est d'autant plus grand que la teneur en azote des graines et la taille

des graines sont importantes (Fig. 3 et 4A). D’autre part, la mise en place et le développement des
graines ainsi que le transfert d’azote vers les graines sont largement influencés par les facteurs
environnementaux au moment du remplissage des graines en fin de cycle (Larmure et al., 2005;
Lecoeur and Sinclair, 2001). Les conditions climatiques ont largement influencé le NHI du pois chiche,
avec I'absence de production de graines en 2014 suite a d'importantes précipitations en juillet et aolt
pendant la période de remplissage des graines, qui ont stimulé une reprise de la croissance végétative
au lieu de la maturation des graines. Le NHI du pois était également tres différent entre 2014 (82 %)
et 2016 (60 %), malgré une teneur en azote des graines équivalente entre les deux années (3,8 % en
moyenne). Ces différences pourraient découler de la plus faible biomasse de graines du pois en 2016
par rapport a 2014, résultant d’une plus forte disponibilité en azote par graines en 2016 par rapport a
2014 (pour une teneur en azote des graines similaire entre les deux années). Ainsi les besoins en azote
des graines ont été facilement satisfaits et donc la remobilisation de I'azote des pailles vers les graines
limitée. Les fréquentes précipitations du printemps 2016 ont probablement limité la production de

graines du pois.

4.2. Compromis entre production de graines et fourniture d’azote au sol

En considérant les dix espéces de légumineuses et les deux années d’expérimentation, une relation
négative entre la teneur en azote des graines, et la teneur en azote des pailles a mise en évidence.
Lorsqu’une grande partie de I'azote de la plante est accumulé dans les graines, les pailles laissées au
sol sont au contraire pauvres en azote et présentent de faibles rapports azote sur carbone, (Fig. 3) et
donc un plus faible potentiel de minéralisation (chapitre 2). Par ailleurs, I'azote non remobilisé des
parties végétatives vers les graines correspond a des pools d’azote structural, tels qu’indiqués par la
corrélation positive entre la teneur en azote des graines et la proportion de cellulose dans les résidus
de culture (Fig. 3). Ainsi, I'accumulation d’azote dans les graines est le plus souvent antagoniste avec
la restitution au sol de pailles riches en azote.

D’autre part, il est intéressant de raisonner en termes de solde azoté pour le sol, afin d’estimer la
quantité d’azote apportée au sol par le processus de fixation symbiotique et d’identifier les différences
entre les especes de légumineuses. Le solde azoté varie selon le niveau de fixation symbiotique mais
également selon la part de I'azote exporté par les graines.

Le solde azoté a tendance a étre positif dans les situations dans lesquelles la fixation symbiotique est
favorisée. C’'est le cas dans des situations de faibles reliquats azotés au semis des légumineuses, dans

lesquelles la nutrition azotée repose en grande partie sur la fixation symbiotique (fortes valeurs %
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Ndfa) (Chapitre 1). D’autre part, pour un méme niveau de disponibilité en azote minéral, de forts
niveaux de croissance augmentent le niveau de fixation symbiotique tel qu’indiqué par la relation entre
la biomasse aérienne et la quantité d’azote fixée (Fig. 6). Cependant, a niveau de croissance égal,
certaines especes de légumineuses reposent en moindre proportion sur la fixation symbiotique du fait
d’une forte capacité de prélevement de I'azote minéral du sol telle que montrée dans le chapitre 1.
C'est notamment le cas du haricot pour lequel de faibles proportions d’azote issu de la fixation
symbiotique ont été mesurées les deux années (en moyenne 55 %).

De forts niveaux de fixation symbiotique ne sont pas suffisants pour assurer un solde azoté apparent
positif. Des valeurs négatives de soldes azotés sont obtenues quand la part d’azote exporté par les
graines (NHI) est supérieure a la proportion d’azote issu de la fixation symbiotique (% Ndfa), lorsque
seules les parties aériennes sont prises en compte. Les trés grandes valeurs de NHI mesurées pour le
lupin et le soja lors des deux années d’expérimentations ont conduit a des valeurs négatives de soldes
azotés. Une valeur moyenne similaire de -40 kg N ha™ sur le soja a été rapportée par Salvagiotti et al.
(2008) a partir d’une méta-analyse sur une large gamme de situations pédoclimatiques. Au contraire,
dans un grand nombre d’études australiennes des valeurs positives de soldes azotés apparents ont été
mesurées pour le lupin (Armstrong et al., 1997; Evans et al., 1987a; Evans et al., 1989; Peoples et al.,
2001). Dans ces études, la part d’azote récolté dans les graines était bien moins importante que celle
mesurée dans notre étude (NHI en moyenne 44 vs 86 %). Pour un niveau de fixation symbiotique
donné, il existe donc un antagonisme entre la maximisation du transfert d’azote dans les graines et la
restitution d’azote au sol.

Notre étude ne prend cependant pas en compte I'azote issu de la fixation symbiotique et accumulé
dans les parties souterraines, bien que lorsque celles-ci sont prises en compte le solde azoté est
augmenté (Khan et al., 2003; Peoples et al., 2001). En effet, en prenant en compte la quantité d’azote
dans les parties souterraines et en faisant I’"hypothése que la proportion d’azote issu de la fixation
symbiotique est la méme dans les parties aériennes et souterraines, la quantité d’azote fixée totale est

augmentée tandis que la quantité d’azote exportée par les graines reste inchangée.

4.3. Antagonisme entre les quantités d’azote minéral prélevées pendant le cycle des légumineuses et
les quantités d’azote lixiviées apres leur récolte

A partir des dix espéces de légumineuses et des deux expérimentations au champ, une relation

négative entre la quantité d’azote prélevée pendant le cycle des Iégumineuses et la quantité d’azote

lixiviée aprés leur récolte a été mise en évidence (Fig. 4A). Cette relation indique que les [égumineuses,

avec une grande capacité de préléevement d’azote minéral, limitent non seulement le risque de

lixiviation pendant le cycle des légumineuses mais également apres leur récolte, en limitant le reliquat

azoté a la récolte et donc les quantités d’azote minéral susceptibles d’étre lixiviées apres leur récolte.
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La quantité d’azote prélevée pendant le cycle des |égumineuses est également positivement corrélée
avec la vitesse d’expansion latérale du systéme racinaire (Ler). Par ailleurs, la relation positive entre ce
flux azoté et la proportion de biomasse nodulaire par rapport a la biomasse souterraine totale peut
sembler étonnante. En effet, ce trait est plutét assimilé au co(t en carbone de la symbiose par rapport
aux racines rendant compte de I'allocation carbonée aux nodosités nécessaire a leur fonctionnement
aux dépens des racines (Voisin et al., 2003a). Cependant, une trés grande allocation de biomasse aux
nodosités représente un fort colt carboné pour la plante, limitant a la fois le développement des
racines et des parties aériennes (Bourion et al.,, 2007; Voisin et al., 2015). Ainsi, nous faisons
I’hypothése qu’en présence d’azote minéral dans le sol, les plantes pour lesquelles les nodosités
engendrent un co(t carboné important, favorisent au maximum le préléevement d’azote minéral via le
développement des racines, limitant ainsi le recours a la fixation symbiotique colteuse en énergie pour
la plante. C'est notamment le cas du haricot pour lequel les nodosités représentent 39 % de la
biomasse souterraine en I'absence d’azote minéral (comparé a 14 % en moyenne pour les autres
especes). Ainsi, en présence d’azote minéral dans le sol (reliquat azoté au semis et minéralisation de
I’azote du sol), le prélevement d’azote minéral comble une partie non négligeable des besoins azotés
du haricot tandis que la majorité des especes de légumineuses prélevent de bien plus faibles quantités
d’azote minéral et maintiennent un niveau de fixation symbiotique plus élevé. La trés forte réponse de
la croissance racinaire du haricot en présence d’azote minéral par rapport a une situation sans azote
minéral (chapitre 1) est cohérente avec I’hypothése d’un colt élevé de la fixation symbiotique au
détriment du développement des racines pour cette espece.

Aucune relation n’a été établie entre le préléevement d’azote minéral par les Iégumineuses et la
proportion de biomasse totale de la plante allouée aux racines (RMF). La biomasse totale ne donne
pas d’indication sur I'architecture racinaire qui détermine en partie la capacité de prélévement des
nutriments du sol telle qu’indiquée par Corre-Hellou et al. (2007), Garnett et al. (2009) et Moreau et
al. (2017). Ainsi, pour une méme proportion de biomasse allouée aux racines, la zone d’exploration
racinaire en largeur et en profondeur ainsi que la densité racinaire peuvent fortement varier selon les

especes (Dunbabin et al., 2003) et moduler la capacité de prélevement de I'azote minéral.

4.4, Relation entre la quantité d’azote du blé suivant et les autres des flux azotés

Pris 'une sans 'autre, la quantité d’azote dans les graines de légumineuses et la quantité d’azote fixée
dans les parties aériennes sont dé-corrélées de la quantité d’azote dans le blé suivant. Ainsi,
I’exportation d’une grande quantité d’azote par les graines de légumineuses n’implique pas forcément
de faibles quantités d’azote dans le blé suivant (Fig. 4A). La féverole en 2016 illustre bien ce cas avec
I’exportation en moyenne de 316 kg N ha® tandis que cette espéce engendre parmi les plus grandes

quantités d’azote dans le blé suivant (84 kg N ha). De méme, de grandes quantités d’azote fixées par
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les légumineuses n’engendrent pas systématiquement de grandes quantités d’azote dans le blé
suivant. C’est notamment le cas du soja en 2014, avec une quantité moyenne fixée de 290 kg N ha™
tandis que la quantité d’azote dans le blé suivant fait partie des plus faibles parmi I'ensemble des
précédents légumineuses (67 kg N ha?). Cependant, une relation positive a pu étre établie entre la
guantité d’azote dans le blé suivant et le solde azoté apparent pour le sol, qui combine a la fois la
qguantité d’azote dans les graines de légumineuses et la quantité d’azote fixée (Fig. 4A et Fig. 7). Ce
résultat confirme la relation établie par Armstrong et al. (1997). Ainsi, en absence de fertilisation
azotée, I'enrichissement du sol en azote issu du processus de fixation symbiotique est corrélé avec la
quantité d’azote dans le blé suivant. Malgré un solde azoté apparent tres élevé, le précédent pois
chiche en 2014 présente de bien plus faibles quantités d’azote dans le blé suivant par rapport a la
valeur prédite par la relation moyenne. Les faibles performances du blé suivant pourraient étre
associées a d’autres processus limitant le développement du blé cultivé apres le pois chiche,

indépendamment des flux azotés.
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Fig. 7 Relation entre la quantité d’azote dans le blé suivant et le solde azoté apparent des précédents
|légumineuses, pour dix espéces de légumineuses et deux expérimentations au champ. Légumineuses
cultivées en 2014 et suivies par une culture de blé récoltée en 2015 (A) ; Légumineuses cultivées en
2016 et suivies par une culture de blé récoltée en 2017 (#). Chaque point correspond a la moyenne
des 4 répétitions. Fen : Fenugrec ; Fev : Féverole ; Ha : Haricot ; Le : Lentille, Lu : Lupin ; Po : Pois ; Pc :
Pois chiche ; So : Soja ; Vc : Vesce commune ; Vn : Vesce de Narbonne. (ev : engrais vert) : especes pour
lesquelles il n’y a pas eu de production de graines : vesce de Narbonne en 2014 et 2016 et pois chiche
en 2014. La régression linéaire a été établie pour les deux expérimentations et I'ensemble des especes
de légumineuses sauf pour le précédent pois chiche en 2014.
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Il existe au contraire un clair antagonisme entre la quantité d’azote minéral prélevée pendant le cycle
des légumineuses et la quantité d’azote dans le blé suivant (Fig. 4A). La capacité de prélevement
d’azote minéral par les légumineuses peut en effet impacter a deux niveaux le stock d’azote du sol
potentiellement disponible pour le blé suivant. Tout d’abord, la quantité d’azote minéral prélevé
durant le cycle des légumineuses réduit directement le reliquat azoté a la récolte des légumineuses (N
sparing). Ainsi, moins la légumineuse préleve d’azote durant son cycle, plus grandes sont les quantités
d’azote minéral restant dans le sol a la récolte des légumineuses, a condition que cet azote n’ait pas
été lixivié durant le cycle des légumineuses. Par ailleurs, de faibles capacités de prélevement de I'azote
minéral du sol augmentent les quantités d’azote a fixer nécessaires pour combler les besoins azotés
subsistants. Le solde azoté apparent est par conséquent augmenté.

La relation positive entre la quantité d’azote lixiviée aprés la récolte des légumineuses et la quantité
d’azote dans le blé suivant est étonnante (Fig.4A). Les précédents légumineuses qui ont engendré les
plus grandes quantités d’azote dans le blé suivant sont également ceux pour lesquels les plus grandes
pertes d’azote par lixiviations entre leur récolte et la récolte du blé suivant ont été mesurées. C'est
notamment le cas des espéces de printemps (fenugrec, féverole, lentille, lupin, pois, vesce commune)
pour lesquelles la durée d’interculture a été plus longue, compte tenu d’une récolte plus précoce par
rapport aux especes d’été (haricot, pois chiche, soja et vesce de Narbonne) (Chapitre 3). De grandes
guantités d’azote lixiviées apres la vesce de Narbonne ont également été mesurées malgré la plus
courte durée d’interculture par rapport aux especes de printemps. Pour cette espeéce, la faible capacité
de prélevement d’azote minéral du sol ainsi que la minéralisation nette de |'azote des résidus, du fait
de rapports azote/carbone élevés, ont engendré de grandes quantités d’azote minéral dans le sol aprés
la récolte, et ainsi augmenté les pertes d’azote par lixiviation (chapitre 3, Fig. 4). Cependant, les plus
grandes pertes par lixiviation de I’azote minéral du sol apres la récolte des especes de printemps et la
vesce de Narbonne, n’ont pas engendré une plus faible disponibilité en azote minéral du sol pour le
blé suivant par rapport aux espéces d’été. (Chapitre 3, Fig. 3C et D). Par ailleurs, méme si une partie de
I’azote minéral laissé au sol par les légumineuses est lixivié aprés leur récolte, la nutrition azotée du
blé est également assurée par la minéralisation de l'azote organique du sol et des résidus de
légumineuses. Ces deux derniers processus augmentent le pool d’azote minéral du sol surtout au
printemps, période durant laquelle les risques de pertes par lixiviations sont biens plus faibles que

pendant la période automne-hiver.

4.5. Multifonctionalité associée aux flux azotés induits par les légumineuses
La multifonctionnalité des especes de légumineuses a été évaluée a partir de la méthode de
dépassement de seuils définis comme un pourcentage du niveau maximal de chaque flux azoté. Pour

I’ensemble des especes de légumineuses, nos résultats indiquent que le nombre moyen de flux azotés
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supérieurs au seuil considéré décroit avec I'augmentation du seuil. Les antagonismes et les
décorrélations qui existent entre certains flux azotés limitent ainsi la fourniture simultanée des flux
azotés. Cette méthode seule ne permet cependant pas d’identifier les flux azotés les plus limitants
pour atteindre l'index de multifonctionnalité maximal. Il est donc nécessaire de combiner cette
méthode avec une étude plus approfondie des valeurs absolues des différents flux mesurés pour les
différentes especes de légumineuses. Ainsi, dans notre étude, la vesce de Narbonne, la lentille, la vesce
commune et la féverole ont été identifiées comme de bons précédents permettant de maximiser la
guantité d’azote dans le blé suivant. Au contraire le haricot, le soja et le pois chiche sont de bien moins
bons précédents culturaux mais permettent une bonne valorisation de I'azote minéral du sol et
limitent ainsi les risques de lixiviation pendant et aprés leur culture. Les plus grandes quantités d’azote
fixées et exportées dans les graines ont été mesurées pour la féverole et le soja. La mise en évidence
des synergies et des antagonismes entre les différents flux azotés permet d’identifier les compromis
entre les services écosystémiques et ainsi d’aider au choix des espéces de légumineuses selon les
services ecosystémiques recherchés prioritairement.

Dans le cadre de cette étude un méme seuil a été attribué pour I'ensemble des flux azotés. Cet outil
pourrait étre adapté a chaque situation agricole, en attribuant un seuil différent a chaque flux, selon
la priorisation des services écosystémiques recherchés, et permettre le choix de |'espéces de
légumineuse la plus adaptée aux objectifs de I'agriculteur.

Les indices de multifonctionnalité établis dans le cadre de cette étude sont cependant a considérer
comme des points de référence. En effet, les fonctions azotées varient selon les conditions
environnementales qui régissent les différents flux azotés de maniére directe telle que la quantité
d’azote lixiviée ou indirecte en impactant les traits de plantes déterminants dans I'obtention des flux
azotés. Par ailleurs, les impacts négatifs induits par certaines cultures de légumineuses peuvent
également étre compensés par la mise en place de pratiques agricoles adéquates. Les associations
légumineuses-céréales (Carton et al., 2018; Hauggaard-Nielsen et al., 2009) ou I'implantation de
couverts apres la culture des légumineuses (Plaza-Bonilla et al., 2015; Tribouillois et al., 2015a) peuvent
notamment limiter les pertes par lixiviation pendant et apres les cultures de légumineuses.

Enfin, certaines fonctions azotées des légumineuses, étudiées dans le cadre de cette étude, assurent
des services écosystémiques directs pour I'agriculteur via la réduction du recours a la fertilisation
azotée a I'échelle de la rotation de culture ainsi que des services écosystémiques indirects pour la
société qui n’ont pas été étudiés dans le cadre de cette étude. La réduction de I'utilisation d’énergies
fossiles associée a la fabrication, au transport et a I'utilisation des engrais azotés atténue les émissions

de gaz a effet de serre et contribue a la régulation du climat.
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5. Conclusion

A partir de cette étude, dix especes de légumineuses a graines ont été classées selon leurs profils
fonctionnels relatifs a des fonctions azotées. Ainsi, la caractérisation des especes de légumineuses a
graines par une combinaison de valeurs de traits de plantes ou de propriétés du couvert permet
d’évaluer leur potentiel a délivrer des fonctions relatives a I'azote et des services écosystémiques qui
en découlent. L'établissement de ces profils fonctionnels aide également au choix des espéces de
légumineuses selon les objectifs recherchés dans un environnement donné.

Dans cette étude, les profils fonctionnels ont été établis dans la région de Bourgogne. La transposition
de ces profils fonctionnels a d’autres conditions environnementales contrastées peut étre hasardeuse
compte tenu de I'effet des conditions pédoclimatiques sur les valeurs prises par les traits et I'impact
sur les fonctions associées. Ainsi, la caractérisation des mémes légumineuses a graines dans d’autres
conditions environnementales pourrait demander une réévaluation des valeurs de traits et nécessiter
I'intégration de nouveaux traits adaptés aux nouvelles contraintes environnementales de la situation
considérée. Pour autant, les deux expérimentations aux conditions climatiques contrastées ont permis
de distinguer des profils fonctionnels entre les dix espéces de Iégumineuses relativement stables entre

les années étudiées.
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1. Retour sur les principaux résultats de these

L’objectif principal de la these a consisté a comparer dix espéces de légumineuses a graines quant aux
flux d’azote qu’elles induisent pendant une succession culturale de deux ans légumineuse — blé, et
d’identifier les déterminants de ces flux azotés, explicatifs des différences entre espéces de
légumineuses. Ce travail a contribué a une meilleure compréhension du fonctionnement des
légumineuses a graines en termes de flux azotés, en élargissant les connaissances jusqu’a présent
principalement acquises sur le pois en Europe. Ce travail de recherche donne des éléments i) pour
aider aux choix des espéces de légumineuses a graines en termes de flux azotés induits a I'origine de
services écosystémiques recherchés, et ii) pour optimiser la gestion de I'azote lors de I'introduction

des légumineuses dans les systémes de culture.

1.1. Acquisition de I'azote atmosphérique et de 'azote minéral du sol au cours du

cycle des légumineuses

L'un des objectifs de la thése consistait a étudier la réponse de la croissance et de la fixation
symbiotique a la disponibilité en azote minéral du sol et de comprendre les possibles différences de

réponse entre les dix espéces de légumineuses :

QUESTION 1 : La fixation symbiotique permet-elle de répondre aux besoins azotés de toutes les
espéces de légumineuses en comparaison a une alimentation azotée reposant sur le prélevement
d’azote minéral?

QUESTION 2 : Existe-t-il des différences de réponse de la fixation symbiotique a la disponibilité en
azote minéral dans le sol, pour une diversité d’espéces de légumineuses et quels en sont les facteurs

explicatifs ?

L’essai au champ conduit en 2014 a démontré que la disponibilité en azote minéral du sol, modulée
par différents niveaux de fertilisation azotée au semis (0, 50, 150 et 300 kg N hal), n’engendrait pas
de différences de quantités d’azote dans les parties aériennes pour la majorité des espéces de
légumineuses. Seul le plus grand niveau de disponibilité en azote minéral du sol au semis (> 350 kg N
ha) a généré une légére augmentation de la quantité d’azote des parties aériennes pour la féverole,
le pois et le haricot. Le pois chiche est la seule espece ayant répondu positivement a I'augmentation
de la disponibilité en azote minéral du sol, avec une augmentation graduelle de la quantité d’azote
dans les parties aériennes a maturité (Chapitre 1). Par ailleurs, pour I'ensemble des espéces, le
pourcentage d’azote issu de la fixation symbiotique a diminué avec la quantité d’azote minéral
disponible au semis (Chapitre 1). Ces résultats mettent en avant une complémentarité entre la fixation

de I'azote atmosphérique par les nodosités et le prélevement d’azote minéral par les racines afin de
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subvenir aux besoins azotés de I'ensemble des |égumineuses, hormis le pois chiche. Pour cette espéce,
il est probable que le déficit de fixation symbiotique soit imputable a une souche de rhizobium non
adaptée a la variété de plante ; en effet, la spécificité d’hote est particulierement grande pour cette

espece et le choix de la souche conditionne grandement I'efficience de la fixation symbiotique.

En I'absence de fertilisation azotée, la disponibilité en azote minéral du sol au semis était au minimum
de 70 kg N ha* pour 'ensemble des légumineuses. Ce pool d’azote minéral a certainement évité un
stress azoté lors du passage de la phase d’hétérotrophie (utilisation de I'azote de la semence) a la
phase d’autotrophie (mise en place de la fixation symbiotique) et a ainsi assuré une croissance et une
nutrition azotée équivalente entre les [égumineuses reposant en majorité sur la fixation symbiotique,
et les légumineuses reposant exclusivement ou quasiment exclusivement sur le prélevement d’azote
minéral du sol. Au contraire, I'essai en rhizotron a mis en évidence un effet positif de la disponibilité
en azote minéral sur la biomasse totale des légumineuses par rapport a une situation exempte d’azote
minéral dans le milieu (Chapitre 1). Ces observations confirment I'importance de la présence d’'un
faible reliquat d’azote minéral dans le milieu au moment du semis des Iégumineuses afin d’assurer la
mise en place de la fixation symbiotique et donc une croissance et une nutrition azotée optimale. En
effet, en cas d’absence totale d’azote minéral dans le sol et suite a I'épuisement des ressources azotées
de la semence, une désynchronisation entre la mise en place de la fixation symbiotique et les besoins
azotés de la plante peut engendrer une carence azotée et limiter temporairement la croissance de la
plante. Il est cependant intéressant de noter que la réponse de la biomasse a la présence d’azote
minéral dans le milieu par rapport a une situation en I'absence totale d’azote minéral peut varier entre
les espéces de légumineuses (cf essai en rhizotron, Chapitre 1). En présence d’azote minéral, la
biomasse totale du haricot a fortement été augmentée, tandis que la biomasse totale du lupin, de la
lentille et du fenugrec n’a que trés légerement été augmentée par rapport a la situation sans azote
minéral dans le milieu. Certains traits de plantes pouvant moduler la synchronisation entre la mise en
place de la fixation symbiotique et les besoins azotés de la plante, pourraient expliquer les différences
de réponse de la croissance des légumineuses a la présence d’azote minéral. Il peut s’agir de la taille
de la semence qui détermine le pool d’azote disponible avant la mise en place de la fixation
symbiotique, du type de germination (épigée ou hypogée) qui détermine la répartition de I'azote de la
semence entre les parties aériennes et les parties souterraines, et de la vitesse de croissance de la
plante qui définit les besoins azotés. Ces traits de plantes n’ont cependant pas été étudiés dans le
cadre de cette these puisqu’en situation de champ, la présence d’un reliquat au semis assure la mise
en place de la fixation symbiotique sans engendrer de carence azotée précoce. Dans ce cas, |'effet de

ces traits de plantes sur la nutrition azotée des Iégumineuses est négligeable.

169



Discussion générale et perspectives

Par ailleurs, la fixation symbiotique est assurée par une symbiose entre la légumineuse et des
bactéries du sol de type Rhizobium. Dans le cadre de notre étude, la présence des bactéries a été
assurée par une inoculation au semis des légumineuses avec une souche de Rhizobium spécifique a
chaque espéce. Malgré un travail préliminaire de sélection des souches, I'efficience de la fixation
symbiotique (quantité d’azote fixée par unité de biomasse de nodosités) a certainement pu varier
entre les espéces de légumineuses. Dans I’essai en rhizotron en I'absence totale d’azote minéral dans
le milieu, le haricot a été caractérisé par un rapport biomasse nodulaire sur biomasse souterraine
élevé. Ce rapport élevé indique un investissement en carbone de la plante important dans la mise en
place des nodosités. Pourtant, la biomasse totale du haricot a fortement augmenté en présence
d’azote minéral par rapport a la modalité sans azote minéral, suggérant une faible efficience de la
fixation symbiotique du haricot. En conditions au champ, malgré I'utilisation de la méme souche de
Rhizobium, la présence d’un reliquat azoté au semis a permis de combler une grande partie des besoins
azotés du haricot et de compenser la vraisemblablement faible efficience de la fixation symbiotique.
Par ailleurs, malgré la présence de souche de Rhizobium efficiente dans le sol, la fixation symbiotique
peut également étre limitée par certaines conditions environnementales. Ainsi, les exemples du
haricot et du pois chiche soulignent I'importance d’assurer la présence des souches spécifiques de

Rhizobium dans le sol et d’optimiser leur efficience afin d’assurer la fixation symbiotique.

Nos résultats confirment I'effet inhibiteur de I'azote minéral sur la fixation symbiotique pour
I’'ensemble des dix espéces de légumineuses avec cependant de grandes différences d’intensité de
la réponse entre les espéces (Chapitre 1). La fixation symbiotique du haricot a rapidement été
complétement inhibée lorsque la quantité d’azote minéral disponible au semis augmentait, tandis que
le lupin et la féverole ont maintenu des niveaux de fixation symbiotique proches de 40 % méme quand
la quantité d’azote minéral au semis excédait 350 kg N hal. L'étude des différentes espéces de
|légumineuses dans la méme expérimentation au champ nous a permis de décorréler deux facteurs
majeurs qui modulent la quantité d’azote fixée : les besoins en azote de la plante et la capacité de
prélevement de I'azote minéral du sol. Ainsi, pour une méme quantité d’azote minéral du sol
disponible au semis, les espéces avec de grands besoins azotés ont tendance a fixer de plus grandes
guantités d’azote par rapport aux especes avec de plus faibles besoins azotés, afin de satisfaire le reste
des besoins azotés qui n‘ont pas été comblés par le prélevement d’azote minéral. Cependant, nos
résultats indiquent qu’il existe une variabilité dans cette relation, associée a des différences de
capacité de prélevement de I'azote minéral entre les especes de légumineuses. Ainsi, le haricot et le
soja ont été identifiés comme des espéces avec de grandes capacités de prélevement de I'azote
minéral du sol tandis que la vesce de Narbonne, le fenugrec, la vesce commune, la féverole et le lupin

ont présenté de bien plus faibles capacités de prélevement de I'azote minéral. Ces capacités de
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prélevement de |’azote minéral ont par ailleurs été positivement corrélées avec la vitesse d’expansion
latérale du systéme racinaire. De grandes vitesses d’expansion en largeur permettent en effet
d’augmenter la zone d’exploration racinaire et donc le pool d’azote minéral du sol accessible pour les
|légumineuses. Tout comme dans les travaux de Dayoub et al. (2017), la vitesse d’expansion racinaire
en profondeur semble avoir moins d’impact sur les différences de prélevement d’azote minéral entre

especes de légumineuses par rapport a la vitesse d’expansion latérale du systeme racinaire.

Dans cette partie de I'étude, de trés grandes quantités d’azote minéral ont été apportées au semis afin
d’obtenir un gradient de disponibilité en azote minéral au semis et ainsi avoir une meilleure
compréhension des différences de réponse des légumineuses a la présence d’azote minéral. Bien que
non représentative des conditions agricoles, la modalité avec la plus grande disponibilité en azote
minéral (300 kg N ha* apporté par fertilisation au semis) nous a servi de situation de référence non
limitante en azote pour I'ensemble des espéces. Elle a ainsi pu étre comparée a la modalité sans
fertilisation azotée afin d’étudier la capacité de la fixation symbiotique a répondre aux besoins azotés
des différentes espéces de légumineuses. De plus, I'utilisation d’un gradient d’azote minéral disponible
au semis nous a permis d’exacerber les différences de capacité de préléevement de I'azote minéral du
sol entre les espéces. En effet, dans des situations de faible disponibilité en azote minéral, les
différences de prélévement d’azote minéral entre les espéeces sont plus difficilement identifiables car
elles nécessitent une tres grande précision de mesure. Enfin, malgré I'absence de fertilisation azotée
des légumineuses, certaines conditions agricoles présentent de grands reliquats azotés au semis des
légumineuses. Dans ces situations les risques de lixiviation de I'azote peuvent étre importants en cas
de précipitations élevées pendant le cycle des [égumineuses ou apres leur récolte. Notre étude donne
ainsi des indications quant aux especes les plus susceptibles de valoriser I'azote minéral et de limiter
les pertes par lixiviation. Dans le cas contraire, des pratiques agricoles adaptées doivent étre mises en
place afin de limiter le risque de pertes par lixiviation pour les espéces avec de faibles capacités de
valorisation de I'azote minéral du sol. La mise en place d’association céréale-légumineuse souvent mise
en avant pour les processus de facilitation d’un point de vue de I'azote peut s’avérer pertinente. La
forte compétition des céréales pour I’azote minéral du sol permet la valorisation de celui-ci et accentue
la nécessité des légumineuses a reposer leur nutrition azotée sur la fixation symbiotique (Li et al.,
2009). Un potentiel risque de dominance des céréales sur les [égumineuses est cependant a envisager
en cas de trop forte disponibilité en azote minéral, tel que cela a été mis en avant par plusieurs études

(Bedoussac and Justes, 2010; Hauggaard-Nielsen et al., 2009).
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1.2. Devenir de 'azote apres la culture des l[égumineuses

Dans le cadre de cette étude nous avons également étudié I'effet des légumineuses sur les

performances agronomiques d’un blé suivant en focalisant notre étude sous I'angle de I'azote.

QUESTION 3 : Les différentes espéces de légumineuses engendrent-elles les mémes effets positifs
sur les performances agronomiques du blé suivant?
QUESTION 4 : Est-ce que I’ensemble de I’azote fourni par les précédents légumineuses est valorisé

par le blé suivant?

Dans la majorité des cas, notre étude a mis en évidence, I'effet positif des légumineuses sur le
rendement et la quantité d’azote du blé suivant par rapport a des précédents céréales (Chapitre 3).
En 2017, le blé non fertilisé cultivé aprés les Iégumineuses de printemps (fenugrec, féverole, lentille,
lupin, pois et vesce commune) présentait en moyenne des rendements de 0.8 t ha™* supérieurs (21 %
d’augmentation) et des quantités d’azote dans les parties aériennes de 10 kg N ha supérieures (15 %
d’augmentation) a ceux du blé précédé par de I'orge. De méme, le blé non fertilisé cultivé apres les
légumineuses d’été (haricot, pois chiche, soja et vesce de Narbonne) présentait des rendements de 1.6
t ha supérieurs (66 % d’augmentation) et des quantités d’azote dans les parties aériennes de 23 kg N
ha? supérieures (51 % d’augmentation) a ceux du blé précédé par du sorgho. En I'absence de
fertilisation azotée, le surplus d’azote dans le blé apres des légumineuses par rapport aux céréales de
référence et I'augmentation de rendement qui en découle, provient essentiellement des différences
de minéralisation des résidus de culture. Une relation positive entre la quantité d’azote dans les
parties aériennes du blé et la quantité d’azote issue de la minéralisation des résidus des précédents
culturaux estimée avec le modéle STICS a pu étre mise en évidence (Chapitre 3). En effet, les résidus
de légumineuses présentaient des rapports C/N souvent plus faibles par rapport aux céréales, avec
cependant une grande variabilité entre les espéeces de légumineuses. Cette caractéristique
biochimique des résidus a été montrée comme prédominante pour expliquer les différences de
minéralisation des résidus de culture. Cependant, contrairement aux légumineuses cultivées en en tant
gue couvert (engrais vert), pour lesquelles I'’ensemble de I'azote de la plante est restitué au sol, les
légumineuses a graines exportent une grande proportion de I'azote dans les graines, limitant la
guantité d’azote dans les résidus laissés au sol ainsi que leur teneur en azote. De fait, dans notre étude,
le rapport C/N des résidus aériens de légumineuses (pailles) était souvent supérieur au rapport C/N
seuil (souvent considéré a 25) a partir duquel une minéralisation nette de I'azote des résidus est
mesurée (Chapitre 2). Ainsi, la plus grande disponibilité en azote minéral du sol apreés les cultures de
|égumineuses a graines par rapport aux précédents céréales découle essentiellement d’une plus faible
organisation de I'azote par les microorganismes du sol pendant la décomposition des résidus de

légumineuses par rapport a ceux des céréales.
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Nous avons également cherché a caractériser la contribution des résidus racinaire a I'apport d’azote
par minéralisation. Nos résultats indiquent une plus grande proportion de lignine dans les résidus
racinaires par rapport aux résidus aériens des légumineuses (Chapitre 2). Cette plus grande fraction
récalcitrante de la biomasse des résidus racinaires engendre une plus grande organisation de |'azote
minéral du sol pendant la décomposition des résidus racinaires par rapport aux résidus aériens, malgré
des rapports C/N équivalents entre les deux types de résidus. Les prélévements de racines réalisés au
champ ont révélé des quantités d’azote contenues dans les racines inférieures a 5 % de la quantité
totale des résidus (aériens et racinaires). Ces résultats suggerent une contribution négligeable des
résidus racinaires par rapport aux résidus aériens, pour I'apport d’azote a la culture suivante. Il est
néanmoins important de nuancer ces résultats puisque les prélevements au champ engendrent
souvent une sous-estimation de la quantité d’azote contenue dans les racines compte tenu de la
difficulté d’accessibilité du systéeme racinaire dans le sol, notamment dans nos conditions
d’expérimentation avec un sol trés argileux (> 40 % d’argile). L’expérimentation en pots extérieurs
appuie ce constat avec des proportions d’azote dans les résidus racinaires par rapport a I'azote total
des résidus de 18 % en moyenne. D’autre part, |'azote rhizodéposé au cours du cycle des [égumineuses
n'a pas été mesuré dans le cadre de cette these. Pourtant, les composés rhizodéposés par les
légumineuses, riches en azote, pourraient augmenter le pool d’azote disponible pour la culture
suivante et contribuer au surplus d’azote mesuré dans le blé cultivé apres les [égumineuses par rapport
au blé cultivé apres des céréales. D’autre part, la nature particuliére des composés rhizodéposés par
les [égumineuses pourrait également engendrer un impact positif indirect sur la culture suivante, par
la sélection de communautés microbiennes impliquées dans des processus de biodisponibilité de
certains nutriments, ou de compétition vis-a-vis de microorganismes du sol nuisibles pour la culture

suivante. Ce flux azoté reste cependant trés difficile a estimer et a caractériser.

Malgré I'effet positif des précédents légumineuses sur la culture suivante, des risques de lixiviation
des nitrates apres la culture des Iégumineuses ont été mis en avant. Au-dela d’une distinction entre
légumineuses et céréales, le risque de pertes par lixiviation varie principalement avec la position du
cycle des précédents dans I'année relativement aux précipitations entre la récolte des précédents et
la période automne-hiver. Une longue période d’interculture, telle que pour les précédents de

printemps récoltés en juillet (fenugrec, féverole, lupin, lentille, pois, vesce commune), favorise les

risques de lixiviation de I'azote entre la fin de I'été et I'automne, du fait de I'absence de prélevement
d’azote minéral par les cultures, et des précipitations plus fréquentes pendant cette période de
I’'année. Au contraire, les précédents d’été (haricot, pois chiche, soja et vesce de Narbonne) récoltés
entre début et mi-septembre, limitent I'accumulation d’azote dans le sol en maintenant le

prélevement d’azote minéral par leurs racines plus tardivement dans I'année. Ces résultats soulignent
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I'importance d’adapter la conduite des systémes de culture incluant des |égumineuses pour valoriser
au mieux |'azote fourni par les cultures de légumineuses, en limitant les pertes par lixiviation et en
maximisant son utilisation par les cultures suivantes. Ainsi, la mise en place de pratiques agricoles
adaptées, telles que l'introduction de couverts végétaux pendant la période d’interculture,
notamment en cas d’interculture longue, afin de réduire les risques de pertes d’azote en stockant
|’azote minéral disponible avant la mise en place de la culture suivante. Enfin, le choix d’une culture
valorisant bien I'azote a I'automne (comme le colza) peut étre judicieux pour valoriser au mieux I'azote

minéral du sol disponible.

1.3. Multifonctionnalité des especes de légumineuses

La derniére partie de la thése avait pour objectif de dresser le profil fonctionnel des especes de
légumineuses en étudiant simultanément cing flux azotés induits au cours de la succession

légumineuse —blé, ainsi que les traits de plantes identifiés comme des déterminants de ces flux azotés.

QUESTION 5 : Peut-on identifier différents profils fonctionnels associés aux flux d’azote entre les

especes de légumineuses a graines?

La prise en compte de cing flux d’azote étudiés dans le cadre de cette étude a permis de dresser le
profil fonctionnel des différentes espéces de légumineuses et de les comparer quant a leur aptitude a
fournir plusieurs services écosystémiques tout en limitant les impacts négatifs. Du fait de I'existence
d’antagonismes ou de décorrélation entre certains flux azotés, la majorité des espéces de
légumineuses ne sont pas a méme de fournir simultanément I'ensemble des services écosystémiques

escomptés tout en limitant les impacts négatifs.

Nos résultats ont mis en évidence une forte corrélation positive entre la quantité d’azote fixée et la
guantité d’azote exportée dans les graines. Ces deux flux azotés étaient positivement associés a la
biomasse aérienne totale de la culture, a I'indice de récolte azoté, a la teneur en azote des graines, et
au poids moyen d’une graine. Par ailleurs, nos résultats ont mis en avant une décorrélation entre d’une
part la quantité d’azote exportée dans les graines et la quantité d’azote fixée, et d’autre part la
quantité d’azote dans le blé suivant, ce dernier flux azoté étant positivement corrélée au rapport N/C
des résidus de légumineuses. Ces relations indiquent que I'exportation de grandes quantités d’azote
par les graines des précédents légumineuses n’engendre pas nécessairement de faibles quantités
d’azote dans le blé suivant. De méme, d'importantes quantités d’azote fixées par les précédents
légumineuses n’engendrent pas nécessairement de grandes quantités d’azote dans le blé suivant. La
guantité d’azote dans le blé suivant découle plutot de la part relative de chacun des deux flux azotés.

En effet la différence entre la quantité d’azote fixée et la quantité d’azote exporté par les graines des
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précédents légumineuses (ou solde azoté apparent) était positivement associée a la quantité d’azote

dans le blé suivant.

Par ailleurs, une relation positive entre la quantité d’azote dans le blé suivant et la quantité d’azote
lixiviée entre la récolte des légumineuses et la récolte du blé suivant, a été mise en évidence. Cette
relation indique paradoxalement que les espéces aprées lesquelles les plus grandes pertes par lixiviation
ont été calculées, ont engendré les plus grandes quantités d’azote dans le blé suivant. Les fortes pertes
d’azote par lixiviation découlent d’une plus grande disponibilité en azote minéral du sol aprés la récolte
des légumineuses combinée a des précipitations fréquentes durant la période automnale. Pour autant,
les précédents légumineuses avec les plus grandes pertes d’azote par lixiviation apres leur récolte
n’engendrent pas de moins grandes quantités d’azote minéral disponibles pour le blé suivant par
rapport aux légumineuses avec de plus faibles pertes par lixiviations. En d’autres termes, les pertes
d’azote par lixiviation apres la récolte des [égumineuses sont un manque a gagner en azote pour le blé

suivant.

Enfin, une relation négative entre d’une part la quantité d’azote minéral prélevée par les |égumineuses
durant leur cycle, et d’autre par la quantité d’azote dans le blé suivant et la quantité d’azote lixiviée
apres la récolte des légumineuses a été mise en évidence. Ainsi, une plus grande capacité de
préléevement d’azote minéral par les précédents légumineuses, en fonction notamment de la vitesse
d’expansion latérale de leur systéeme racinaire, limite la disponibilité en azote minéral pour le blé
suivant et les quantités d’azote perdues par lixiviation aprés leur récolte, en limitant certainement le

reliquat azoté a la récolte des légumineuses.

L'analyse des corrélations entre les différents flux azotés engendrés par les légumineuses au cours
d’une succession de deux ans légumineuse-céréale, nous a permis de caractériser les espéces quant a
leur aptitude a fournir des services écosystémiques associés a |'azote et limiter les impacts négatifs
lors de leur introduction dans les systémes de culture. D’autre part, cette étude a permis d’identifier
des traits de plantes et propriétés du couvert les plus explicatifs des flux azotés étudiés. Ainsi, la
caractérisation des especes de légumineuses selon une combinaison de traits de plantes, ou profil
fonctionnel, permet de classer les espéces selon leur potentiel a fournir des services écosystémiques
ou générer des impacts négatifs. Ces profils permettent de distinguer les espéces avec de fortes
capacités de prélevement d’azote minéral pendant leur cycle et de faibles pertes par lixiviation apres
leur récolte (haricot, pois chiche et soja), par rapport aux espéces avec de plus faibles capacités de
prélevement de I'azote minéral et pour lesquelles il existe de plus grands risques de lixiviation de
I'azote (vesce de Narbonne, vesce commune, fenugrec, lentille, pois, lupin, et féverole). Ces dernieres

especes ont par contre tendance a engendrer de plus grandes quantités d’azote dans le blé suivant par
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rapport au haricot, pois chiche et soja. Enfin la féverole en 2016 et le soja en 2014 présentaient les

plus grandes quantités d’azote fixées ainsi que les plus grandes quantités d’azote dans les graines

2. Démarches et cadres mobilisés

2.1. Recours a I'expérimentation au champ, en conditions contrdlées, et a la

modélisation

Cette thése a reposé sur plusieurs expérimentations menées au champ, complétées par des
expérimentations en conditions contrélées (essai en rhizotron, en pots extérieurs, incubation des
résidus de culture), et a mobilisé la modélisation avec I'utilisation du modele STICS. Chacune de ces
approches a permis d’apporter des informations complémentaires sur la quantification et la
compréhension des déterminants des flux azotés induits par les cultures de Iégumineuses. Il est

cependant important de souligner les limites de chacune de ces approches a prendre en considération

2.1.1. Mise en place d’essais au champ pluriannuels

L'acquisition de références quant aux flux azotés induits par les différentes espéces de légumineuses
s’est basée sur deux essais au champ bisannuels. Les deux répétitions climatiques et l'unique
localisation géographique (domaine expérimental de Breteniere) sont loin d’assurer la généricité des
résultats pour d’autres conditions pédoclimatiques. Néanmoins, les flux azotés ont été mesurés dans
des conditions climatiques tres contrastées notamment entre les premiéres années de chacune des
expérimentations. En effet, I'année 2014 a été caractérisée par un printemps tres sec et un été pluvieux
tandis que I'année 2016 a été caractérisée par un printemps extrémement pluvieux et un été chaud et

sec.

L'objectif n’est cependant pas d’étendre ce dispositif expérimental a un grand nombre de situations
géographiques, d’autant plus que les mesures de flux azotés réalisés une année donnée n’assurent pas
la transposition des résultats a d’autres années climatiques. Pour autant, la mesure de traits de plantes
ou propriétés du couvert nous ont permis d’acquérir une plus grande compréhension sur les
déterminants des flux azotés et d’étudier I'effet des conditions climatiques sur les traits de plantes et
les flux d’azote associés. Ainsi, il s’agit surtout de déterminer si les relations établies dans cette these
entre les traits de plantes ou propriétés du couvert et les flux azotés sont maintenues dans différentes

conditions pédoclimatiques.

La mobilisation de différents essais expérimentaux conduits chez des agriculteurs dans le cadre du
projet ANR LEGITIMES, dont I'objectif était de construire et d’évaluer des scénarios territoriaux

d’insertion de légumineuses dans les systemes de culture pour répondre aux changements globaux,
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peut contribuer a étendre la gamme de références a un plus grand nombre de situations agricoles. En
effet, dans trois régions de France (Pays de la Loire, Midi-Pyrénées et Bourgogne) des essais bisannuels
avec certaines des espéces de légumineuses mobilisées dans le cadre de cette thése ont été conduits
avec en premiére année la légumineuse suivie par une culture de céréale en seconde année. Plusieurs
flux azotés, tels que la fixation symbiotique et le prélevement d’azote minéral par les Iégumineuses
ainsi que les performances de la culture suivante selon le précédent culturaux, ont été mesurés, mais
de facon moins précise que dans notre étude, et sur un nombre restreint d’espéces dans chaque
situation. De méme, des propriétés du couvert simples ont également été mesurées sur les parties
aériennes et correspondent pour quelques-unes a celles identifiées comme explicatives des différents
flux azotés. Il serait donc intéressant de regrouper I'ensemble de ces données afin de valider ou non
certaines des relations que nous avons établies entre les traits de plantes ou propriétés du couvert et

les flux azotés et déterminer si les synergies et les antagonismes entre les flux azotés sont maintenus.

2.1.2. Traits racinaires mesurés en conditions contrélées

Le recours a des essais en serre a permis de mesurer finement des traits racinaires dont la mesure
s’avere bien plus compliquée en conditions au champ du fait de la difficulté d’accessibilité du systeme
racinaire dans le sol. L’essai en rhizotron a notamment rendu possible un suivi du systéme racinaire au
cours du temps afin de mesurer de la vitesse d’expansion racinaire en largeur et en profondeur. Se
pose alors la question d’extrapolation des mesures effectuées en rhizotrons pour des plantes cultivées
champ. En rhizotrons, les racines sont soumises a un environnement relativement homogéne en
termes de répartition des nutriments et de I'eau, de contraintes physiques, avec une flore microbienne
tres faible voire absente. Au champ, la structure du sol, la répartition hétérogéene des nutriments et de
I’eau ainsi que la diversité microbienne peuvent fortement influencer le développement racinaire et
son architecture. Malgré tout, I'essai en rhizotrons donne des indications quant au potentiel de
croissance racinaire et permet de comparer les différentes espéces de légumineuses dans une méme
situation. D’autre part, la vitesse d’expansion latérale du systéme racinaire mesurée en rhizotrons a
pu étre positivement reliée a I'efficience d’utilisation du fertilisant azoté mesuré au champ en 2014
(Chapitre 1), mais également a la quantité d’azote issue du prélevement d’azote minéral du sol dans
les parties aériennes des légumineuses, pour les deux années d’expérimentation au champ (2014 et
2016) en I'absence de fertilisation azotée (Chapitre 4). Ce résultat est par ailleurs appuyé par la relation
établie par Dayoub et al. (2017) sur plusieurs espéces de légumineuses, entre la vitesse d’élongation
latérale du systeme racinaire et la quantité d’azote minéral prélevée lors d’un essai en rhizotrons, au

cours duquel les deux variables ont été mesurées.
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2.1.3. Quantification des flux azotés au moyen de I'incubation des résidus et de la modélisation
Certains flux azotés, tels que la minéralisation de I'azote des résidus et les pertes d’azote par lixiviation
sont également difficilement quantifiables au champ. La quantification de la minéralisation de I'azote
des résidus de culture requiert des techniques de marquage au °N des résidus afin de déterminer la
répartition de I'azote issu de leur minéralisation entre différents compartiments : sol, culture suivante,
eau drainée. La quantification des pertes azotées par lixiviation nécessite I'installation de plaques
lysimétriques afin de mesurer la quantité d’eau drainée et sa concentration en nitrates. Cependant la
mise en place et le suivi de ces dispositifs expérimentaux demande un investissement en temps et en

matériel ainsi qu’un co(t analytique trés important.

Afin de répondre a ces limitations, des incubations de résidus en conditions controlées ont été
réalisées afin de suivre la dynamique de minéralisation de I'azote des résidus. Les incubations ne
refletent pas les conditions de minéralisation de |'azote des résidus en condition au champ, mais elles
donnent des informations quant au potentiel de minéralisation des résidus en conditions d’humidité
du sol et d’azote minéral non limitantes, et de température optimale, ce qui permet de comparer les
différents résidus de légumineuses en s’affranchissant des biais et des difficultés de mesures liées au
champ. D’autre part, les analyses biochimiques des résidus incubés nous ont permis d’identifier les

caractéristiques des résidus les plus explicatives du potentiel de minéralisation des résidus.

Dans un second temps, des simulations ont été réalisées avec le modeéle de culture STICS afin d’estimer
la minéralisation des résidus aériens en conditions au champ ainsi que les quantités d’azote lixiviées
entre la récolte des précédents culturaux et la récolte du blé suivant, en prenant en compte les
conditions pédoclimatiques réelles. Malheureusement le modéle n’a pas pu étre directement évalué
guant a sa capacité a correctement simuler ces deux flux azotés, du fait de I'absence de mesure de ces
flux au champ. Pour autant, une évaluation indirecte sur des variables qui affectent les deux flux
azotés, a été réalisée. L'évaluation a porté sur la quantité d’eau et d’azote minéral dans le sol, qui
influencent i) la dynamique de minéralisation des résidus, ii) la quantité d’eau drainée sous la
profondeur d’enracinement et iii) la concentration en nitrates de cette lame drainante. Par ailleurs, le
taux de minéralisation de I'azote des résidus dans le modeéle STICS est entierement basé sur le rapport
C/N des résidus. Lors des incubations en conditions contrblées, cette caractéristique des résidus a
préalablement été identifiée comme la plus explicative des quantités d’azote issues de la
minéralisation des résidus. Ainsi, méme si le modele STICS ne prend pas en compte certaines
caractéristiques de résidus a I'origine d’effets secondaires sur la minéralisation des résidus (proportion
de cellulose, de composés solubles, de lignine,...) il permet de rendre compte des principales

différences de minéralisation des résidus de culture entre especes de légumineuses.
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2.2. Mobilisation de I'approche traits - fonctions- services écosystémiques

2.2.1.Elargir les services écosystémiques évalués

Nous avons fait le choix de centrer cette thése sur certains services écosystémiques relatifs aux flux
azotés induits par les cultures légumineuses. D’autres services écosystémiques non étudiés dans le
cadre de cette these, qui découlent de fonctions en lien avec le cycle de I'azote ou non, sont
susceptibles d’étre fournis par les légumineuses a graines. Les légumineuses sont souvent mises en
avant pour leurs faibles émissions de N,O et de CO; et donc pour leur contribution a la régulation des
émissions de gaz a effet de serre par rapport a des céréales fertilisées. Les faibles émissions de gaz a
effet de serre pendant le cycle des Iégumineuses sont notamment associées a I'absence de fertilisation
azotée en comparaison aux cultures de céréales (Carroué et al., 2012; Lemke et al., 2007). Suite a
I'incorporation des résidus de légumineuses dans le sol, des quantités d’azote minéral sont libérées et
sont susceptibles de produire du N,O. Des différences entre espéeces selon la richesse en azote des

résidus peuvent donc étre envisagées.

Par ailleurs, I'intégration des légumineuses dans les systemes de culture peut contribuer a la régulation
des bioagresseurs par le levier de la diversification des cultures et ainsi réduire le recours aux produits
phytosanitaires a I’échelle du systéme de culture. A I’échelle de la culture, les Iégumineuses a graines
sont au contraire souvent considérées comme peu compétitives vis-a-vis des adventices (Corre-Hellou
and Crozat, 2005; McDonald, 2003). Caractériser les différentes espéces de légumineuses a graines
selon leur capacité a étre compétitives vis-a-vis des adventices aussi bien au niveau aérien
(compétition pour la lumiére) que souterrain (compétition pour les nutriments et I'eau dans le sol)

pourrait étre intéressant a considérer.

Enfin, de grandes interrogations persistent sur |'effet des légumineuses sur la diversité microbienne

du sol notamment via le processus de rhizodéposition.

2.2.2. Elargir 'approche fonctionnelle pour I’étude de systémes agricoles

Dans le cadre de cette thése, nous avons mobilisé I'approche fonctionnelle, en cherchant a caractériser
les especes de légumineuses par des traits de plantes ou propriétés de couvert directement impliqués
dans I'obtention de flux azotés. Contrairement a de nombreuses études menées en écologie, nous
n’avons pas focalisé notre étude sur des traits fonctionnels sensu stricto (de Bello et al., 2010; Lavorel
et al., 2011; Pérez-Harguindeguy et al., 2013; Prieto et al., 2015), c’est-a-dire des traits de plantes qui
impactent indirectement la fitness d’une espéce (c.a.d. la capacité de croissance, de reproduction et
de survie) en affectant des traits de performances (Violle et al., 2007). En effet, nous avons mobilisé
des traits de plantes ou propriétés de couverts au sens large, c’est-a-dire toute caractéristique

morphologique, physiologique et phénologique mesurée a I’échelle de I'individu (ou du couvert pour
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les propriétés de couvert). Malgré le fait que certains de ces traits ou propriétés ne soient pas
considérés comme des indicateurs directs du fonctionnement de la plante, il nous a semblé essentiel
de les intégrer compte tenu de leur importance dans la compréhension des flux azotés induits par les
cultures de légumineuses. Il s’agit notamment de propriétés du couvert trés souvent mesurées en
agronomie, tel que la biomasse aérienne par unité de surface de sol ou encore de I'indice de récolte
azoté. Certaines études ayant mobilisé le cadre de I’écologie fonctionnelle appliquée a I'agronomie ont

également fait ce choix (Damour et al., 2014).

Par ailleurs, dans le cadre de I'approche fonctionnelle, seuls les traits de plantes sont considérés afin
d’appréhender les fonctions et les services écosystémiques qui en découlent. Pourtant, dans les
écosystémes agricoles, les pratiques agricoles modulent également grandement le fonctionnement de
|’écosystéme et donc les services écosystémiques ou les impacts négatifs qui en découlent (Power,
2010). Les pratiques peuvent indirectement modifier le fonctionnement de I'écosystéme en
sélectionnant et en affectent des traits de plantes impliqués dans I'obtention de fonctions écologiques.
Ces pratiques sont alors indirectement prises en compte via la mesure des traits de plantes qu’elles
impactent. Pour autant, des pratiques agricoles peuvent également directement moduler certaines
fonctions écologiques. Par exemple, les pertes d’azote par lixiviation pendant la période d’interculture
sont en partie fonction de la durée de cette interculture. Ainsi certaines « caractéristiques de
conduite » des cultures, telles que le choix de la date de semis de la culture suivante, peuvent étre
directement pertinentes dans I'obtention de services écosystémiques, ou pour limiter les impacts
négatifs dans notre exemple. Dans le cas de la caractérisation des plantes constitutives des systemes
de culture, l'intégration de ces « caractéristiques de conduite » dans I'approche fonctionnelle peut
s’avérer intéressante pour une meilleure compréhension de leur fonctionnement et de leurs
performances, ainsi que pour I'indentification de techniques culturales a associer pour I'obtention ou

I"augmentation des services attendus.

3. Favoriser la réintroduction des |égumineuses a graines comme culture
de diversification dans les systemes de culture

3.1. Apporter des références techniques nécessaires a la réintroduction des

legumineuses a graines

Dans le cas des especes mineures (ou de diversification), des références techniques indispensables
pour la réintroduction de ces cultures dans les systéemes de culture, et mobilisables par les agriculteurs,
sont souvent partielles ou manquantes par rapport aux cultures majeures (Meynard et al., 2013). Des

références sont notamment attendues sur la conduite des cultures, mais également sur leur « effet
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précédent » et sur les causes d’accidents de rendement afin d’adapter les pratiques culturales et

maximiser les potentiels bénéfices de ces cultures.

3.1.1. Assurer la croissance des légumineuses
Les services écosystémiques délivrés par les légumineuses nécessitent d’assurer un développement

optimal de celles-ci. Pour y parvenir la maitrise technique de ces cultures est indispensable.

Dans le cas des légumineuses, la croissance est conditionnée par une fixation symbiotique efficiente,
nécessitant la présence de Rhizobium dans le sol. Ainsi, I'inoculation peut étre un élément clé de la

réussite de la culture de légumineuse, en assurant la fixation symbiotique (ANNEXE 1).

Plusieurs études soulignent I'importance d’inoculer le soja (Salvagiotti et al., 2008) du fait de I'absence
naturelle de la souche Bradyrhizobium japonicum dans les sol francais (Crozat et al., 1994), et le lupin
en cas de pH élevé ou quand aucune culture de lupin n’a été récemment cultivée sur la parcelle
(Amarger et al., 1983). En France, pour les autres especes de Iégumineuses, aucune inoculation n’est
en général effectuée. Dans le cas contraire, il est nécessaire d’inoculer avec des souches préalablement
sélectionnées pour leur efficience en prenant également en compte leur compétitivité (Bourion et al.,
2018). Notre étude montre qu’une attention particuliere doit étre apportée a I'association entre le

génotype de pois chiche et la souche bactérienne spécifique.

Face a des cultures de diversification, le choix de la variété et de la date de semis la plus adaptée pour
assurer une bonne croissance de la culture peut s’avérer compliqué par manque de références
régionalisées. Dans le cadre de cette these, ces choix ont reposé sur |'expertise technique des
fournisseurs de semences et de conseillers agricoles. Cependant, pour quelques espéces de
légumineuses, la région d’étude (Bourgogne) et le type d’utilisation (production de graines)
s’éloignaient de leur territoire de production ou de leur utilisation principale. En effet, le pois chiche
est principalement cultivé en France sur le pourtour méditerranéen. La vesce commune, la vesce de
Narbonne ainsi que le fenugrec sont majoritairement utilisés comme plante de service. Ainsi pour ces
especes, le choix de la date de semis a reposé sur les quelques connaissances acquises dans d’autres
régions francgaises, pas toujours adaptées a la région Bourgogne. Suite a I'essai en champ en 2014, la
date de semis du fenugrec a été modifiée en 2016 (mai en 2014 et mars en 2016). A posteriori, suite a
des expérimentations additionnelles menées au domaine expérimental de Breteniere, il semble que le
pois chiche, aurait pu étre semé plus précocement par rapport aux dates choisies dans le cadre de

notre étude.

Ces quelques exemples soulignent I'importance i) de références techniques régionalisées afin de

répondre aux lacunes techniques autour d’especes « mineures » comme les [égumineuses, et ii) de la
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phase d’apprentissage inhérente a leur réinsertion dans les systémes de cultures actuels (Meynard et

al., 2013).

3.2. Uintroduction des légumineuses nécessite une gestion de I'azote a I'échelle

des systemes de culture

Afin de valoriser au mieux les services écosystémiques relatifs a I'azote fournis par les légumineuses,
il est nécessaire d’avoir une gestion intégrée de |'azote a I'échelle du systeme de culture. En effet,
I'insertion des légumineuses dans les systéemes de culture n’est pas a considérer comme un simple
ajout ou substitution d’une culture dans la rotation, puisqu’elles affectent la fourniture d’azote au sol,
avec des conséquences en termes gestion de la fertilisation azotée a I’échelle de I'ensemble du
systéme. Cette étude contribue a donner des indications génériques sur les techniques culturales a

associer pour valoriser les flux azotés générés par les cultures de légumineuses.

La gestion de I'azote dans le systéme de culture a base de légumineuses devrait se raisonner avant
méme l'introduction des légumineuses de maniere a favoriser la fixation symbiotique des
légumineuses au détriment du préléevement d’azote minéral. Chercher a limiter des reliquats azotés
élevés au moment du semis des légumineuses permet de maximiser I'entrée d’azote par la voie
symbiotique ; pour y parvenir, il est essentiel de raisonner le choix du précédent cultural et la

fertilisation azotée de ce dernier.

Par ailleurs, apres la récolte des légumineuses, I'objectif est de maximiser le préléevement de I'azote
apporté par les légumineuses par la culture suivante tout en limitant les pertes d’azote par lixiviation.
La mise en place de couverts apres la récolte des légumineuses peut constituer un levier de gestion de
I'azote adapté, en limitant les pertes par lixiviation, surtout en cas d’interculture longue. Il est
également indispensable de chercher a synchroniser I'lapport d’azote par les légumineuses avec la
demande en azote de la culture suivante. La caractérisation de la culture suivante quant a son aptitude
a valoriser 'azote aprés les cultures de légumineuses, par I'identification et la mesure de traits de
plantes et de « caractéristiques de conduite » (date de semis par exemple) impliqués dans cette

valorisation, pourrait s’avérer une piste intéressante.

Par ailleurs, il est indispensable de raisonner la fertilisation azotée de la culture suivante afin de
maximiser |'effet précédent des légumineuses. Raisonner la fertilisation azotée a priori, en se basant
sur certains traits de plantes, tel que le C/N des résidus, peut s’avérer délicat puisqu’il donne une
indication sur la quantité d’azote potentiellement disponible et non sur la quantité d’azote valorisée
par la culture suivante. Aujourd’hui, de nouvelles méthodes sont en cours de développement de

maniéere a ajuster au mieux la fertilisation azotée du blé d’hiver par un suivi régulier de son indice de
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nutrition azotée (Ravier et al., 2017). Grace a ces méthodes, la fertilisation de la culture suivante selon
le précédent légumineuse pourrait étre raisonnée selon l'indice de nutrition azotée qui intégre

directement I'azote fourni par le précédent cultural.
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Annexes

ANNEXE 1 : Effet de I'inoculation sur le rendement des légumineuses

En 2014, un essai au champ avait été conduit afin d’étudier I'effet de I'inoculation par rapport a une
modalité sans inoculation, sur le rendement des especes de légumineuses. Cette analyse n’a
cependant pas pu étre menée sur le fenugrec, le pois chiche et la vesce de Narbonne, du fait de

|"absence de production de graines en 2014.
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Figure Al :Rendement en grains des légumineuses en 2014 selon deux modalités d’inoculation.
Inoculation avec une souche spécifique (barres blanches) ; absence d’inoculation (barres grises). Les
rendements sont exprimés pour une norme de 14 % d’humidité pour la féverole, le haricot, le lupin, le
pois et le soja, et une norme d’humidité de 15 % pour la lentille et la vesce commune. Pour chaque
espece, * indique une différence significative de rendement (p < 0.05) de la modalité inoculée par
rapport a la modalité non inoculée. (voir Tableau 1 Chapitre 1, p 57 pour le nom des souches de
rhizobium utilisées).

Dans nos conditions d’expérimentation, I'inoculation, n’a pas eu d’effet sur le rendement en grain du
pois et du haricot par rapport a la modalité non inoculée. Ces résultats indiquent que la souche de
Rhizobium apportée par inoculation n’a pas assuré de meilleurs rendements par rapport aux souches
de Rhizobium déja présentes dans le sol. L'inoculation a cependant augmenté le rendement de la
féverole (+3,4 q ha), du lupin (+5,2 q ha), et du soja (+11,7 q ha) par rapport a la modalité non
inoculée, indiquant que les souches indigénes du sol n’étaient pas aussi efficientes que la souche
apportée par inoculation. Enfin, I'inoculation a eu un effet négatif sur le rendement de la lentille (-4,9
g hal) et de la vesce commune (-2,3 g hal) par rapport a la modalité non inoculée, suggérant que les
souches de Rhizobium apportées par inoculation étaient moins efficientes mais plus compétitives que

les souches indigenes du sol.
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ANNEXE 2 : Rendements en graines des légumineuses en 2014 et 2016

A maturité des légumineuses, une récolte machine a été réalisée sur des placettes de 6,5 m? afin de
déterminer le rendement en graines. Le tableau suivant renseigne sur les rendements moyens * (écart-
type) mesurée lors des expérimentations au champ en 2014 et 2016 pour les espéces de légumineuses

inoculées au semis, ainsi que le rendement moyen des 5 dernieres années a I'échelle nationale.

Tableau A2 Rendement en graines des légumineuses en 2014 et 2016

2014 (q ha?) 2016 (q ha?) Rendements moyens
(2013-2017) en France

Féverole 26.2 (1.3) 44.0 (6.6) 30.6 (5.6)
Lupin 30.9 (2.2) 34.6 (3.9) 24.8 (2.7)
Pois 34.3(2.7) 21.8(2.8) 35.0(5.8)
Lentille 20.0 (3.7) 15.9 (1.8) 14.5(1.0)
Vesce commune 16.7 (1.4) 10.4 (2.4)

Fenugrec 20.8 (1.7)

Haricot 27.7 (2.8) 20.6 (2.9) 28.5(6.4)
Pois chiche 36.1(5.4)

Soja 48.7 (3.1) 37.5(1.9) 27.4(2.1)

Les rendements sont exprimés pour une norme de 14 % d’humidité pour le fenugrec, la féverole, le
haricot, le lupin, le pois, le pois chiche et le soja, et une norme d’humidité de 15 % pour la lentille et la
vesce commune.

En 2014 et 2016, le lupin, le soja et la lentille ont présenté des rendements supérieurs a la moyenne
nationale des 5 derniéres années. En 2014, les rendements du haricot et du pois étaient proches de la
moyenne nationale, tandis qu’en 2016 les rendements des deux espéces étaient inférieurs a la
moyenne nationale. En 2014, le rendement de la féverole était inférieur a la moyenne nationale, tandis
gu’en 2016 le rendement mesuré lors de I'expérimentation au champ était supérieur a la moyenne

nationale.
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ANNEXE 3 : Effet de la fertilisation azotée sur la biomasse et la teneur en azote des pailles et des graines des légumineuses

Annexes

Tableau A3 Biomasses et teneurs en azote des pailles et des graines mesurées a maturité des dix espéces de légumineuses cultivées au champ en 2014. Les

valeurs correspondent a la moyenne des 4 répétitions + (écart-type). Pour chaque espece, les modalités de fertilisation suivies d’une * sont statistiquement

différentes de la modalité ON (en rouge plus grandes valeurs que la modalité ON ; en bleu plus faibles valeurs que la modalité ON).

Biomasse pailles (g m3)

Biomasse graines (g m™)

Modalité N Modalité N
ON 50N 150N 300N ON 50N 150N 300N

Lentille 332 (39) 305 (25) 323  (58) 376  (39) 220 (24) 211 (18) 229 (13) 198 (39)
Vesce commune 337  (43) 322 (72) 318 (68) 350 (86) 184  (24) 157  (27) 148 (32) 122 (33)
Pois 405  (54) 461  (25) 432 (52) 505*%  (25) 367 (35) 391  (16) 367 (32) 412 (34)
Féverole 406  (44) 313* (31) 350 (22) 414  (47) 267 (26) 213*  (30) 237  (35) 294 (43)
Lupin 291  (40) 269  (40) 264 (18) 308 (44) 269 (36) 256 (44) 252 (26) 261 (45)
Vesce Narbonne 257 (57) 182 (35) 162 (60) 175 (77) 0 0 0 0

Fenugrec 464 (182) 567 (85) 406  (112) 508  (89) 0 0 0 0

Pois chiche 725 (94) 933 (249) 1054* (93) 1191* (61) 0 0 0 0

Haricot 311 (25) 329 (12) 286  (31) 270 (32 403 (19) 412 (26) 344% (15) 357%  (46)
Soja 542 (36) 571 (59) 550  (31) 619  (36) 468  (31) 465  (16) 445  (10) 457  (37)

Teneur en N pailles (%) Teneur en N graines (%)
Modalité N Modalité N
ON 50N 150N 300N ON 50N 150N 300N

Lentille 1.39 (0.03) 1.37 (0.08) 1.52 (0.08) 1.73*% (0.26) 4.22 (0.10) 3.78™ (0.15) 3.68" (0.16) 430 (0.12)
Vesce commune 1.59 (0.32) 1.61 (0.09) 1.83 (0.15) 2.03* (0.20) 493 (0.31) 4.73 (0.16) 4.71 (0.22) 5.16 (0.06)
Pois 0.71 (0.05) 0.71 (0.04) 0.80 (0.07) 0.86 (0.05) 353 (0.14) 351 (0.12) 3.61 (0.21) 4.06* (0.11)
Féverole 1.50 (0.10) 1.56 (0.14) 1.65 (0.06) 1.51  (0.10) 435 (0.09) 4.68* (0.11) 4.85* (0.20) 4.94*% 0.22)
Lupin 0.68 (0.11) 0.66 (0.09) 0.65 (0.09) 0.58 (0.06) 6.27 (0.20) 6.75 (0.32) 6.52 (0.58) 6.37 (0.66)
Vesce Narbonne 3.63 (0.13) 3.23 (0.50) 2.93 (0.42) 3.23 (0.28) - - - -

Fenugrec 2.53 (0.12) 2.61 (0.07) 2.73 (0.19) 2.68 (0.03) - - - -

Pois chiche 2.23 (0.16) 230 (0.12) 2.25 (0.08) 2.14 (0.23) - - - -

Haricot 1.08 (0.05) 0.99 (0.04) 1.02 (0.05) 1.36* (0.20) 3.12 (0.05) 2.84* (0.07) 3.06 (0.26) 3.94* (0.14)
Soja 0.61 (0.10) 0.50 (0.15) 0.55 (0.08) 0.68 (0.10) 6.99 (0.18) 6.84 (0.31) 6.59* (0.14) 6.39* (0.08)
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ANNEXE 4 : Architecture racinaire en rhizotron

En plus du suivi de la vitesse d’expansion racinaire en largeur et en profondeur, plusieurs traits
racinaires simples ont été mesurés sur les dix especes de légumineuses cultivées en rhizotrons en 2016
avec (14 mmol L :14N) ou sans (0 mmol L™ : ON) azote. Aprés vingt-sept jours de culture, les racines

ont été retirées des rhizotrons de maniére a mesurer :

e |e nombre de racines latérales primaires sur le pivot

la longueur de la racinaire latérale primaire la plus longue

e |e nombre de racines latérale secondaires sur la racine latérale primaire la plus longue
e |a longueur de la racinaire latérale secondaire la plus longue sur la racine latérale
primaire la plus longue

e |a biomasse seche racinaire

N

J
N\

Latérale secondaire

Latérale primaire

WX

N

Pivot

Figure A4.1 : Schéma de I'architecture racinaire des légumineuses

Una analyse multidimensionnelle a été effectuée avec le logiciel Canoco 5.10 afin de déterminer la
variabilité des traits racinaires entre les espéces de légumineuses et d’étudier la réponse des traits
racinaires a la fertilisation azotée (ON et 14N). Les plantes (n=80; 10 espéces de légumineuses x 4
répétitions x 2 niveaux de fertilisation azotée), décrites par la valeur des traits racinaires, ont été
ordonnées par une analyse de redondance. Les valeurs des traits racinaires ont préalablement été
centrées réduites afin d’attribuer le méme poids aux différents traits racinaires. Deux facteurs
explicatifs (espece et fertilisation azotée) ainsi que leur interaction (especes x fertilisation azotée) ont

été testés.
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Figure A4.2 : Biplot de I'analyse de redondance basée sur la matrice des plantes décrites par les traits
racinaires. Les fleches définissent les traits racinaires mesurés en rhizotrons : Vitesse d’expansion
racinaire en profondeur (Dpr); Vitesse d’expansion racinaire en largeur (Ler), Nombre de racines
primaires (NLatl), Nombre de racines secondaires sur la racinaire primaire la plus longue (NLat2),
Longueur de la racinaire primaire la plus longue (Llatl), Longueur de la latérale secondaire la plus
longue sur la racine latérale primaire la plus longue (Llat2) et Biomasse séche racinaire - Root dry
matter (B_rac). Chaque point fait référence & un facteur explicatif : espéce de légumineuse (<);
fertilisation azotée ('V); interaction espéce x fertilisation ON (A); interaction espéce x fertilisation 14N
(@) Chaque couleur est associée a une espéce de légumineuse : Fenugrec (Fen); Féverole (Fev); Haricot
(Ha); Lentille (Le), Lupin (Lu); Pois (Po); Pois chiche (Pc); Soja (So); Vesce commune (Vc); Vesce de
Narbonne (Vn). Les fleches en pointillés indiquent la translation du centre de gravité de chaque espece
lorsqu’elles sont fertilisées en azote (14N). E54ffet de I'espéce — 53,2%, p-value=0,001; effet de la
fertilisation azotée — 8,2 %, p-value=0.001; effet de I'interaction espéce x fertilisation azotée — 11,6 %,
p-value=0.001.
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Les premier et deuxieme axes de |’analyses de redondance représentent respectivement 44,7 et 14,6
% de la variabilité totale des traits racinaires. 71,9 % de la variabilité totale est expliquée par les
facteurs explicatifs (especes, fertilisation azotée et leur interaction). Les espéces de légumineuses
seules expliquent 53,2 % de la variabilité totale tandis que la fertilisation azotée explique 8,2 % de la
variabilité totale. L'interaction entre les espéces et la fertilisation azotée explique 11,6 % de la
variabilité totale. L'analyse de redondance indique une forte corrélation positive entre la vitesse
d’expansion racinaire en largeur, le nombre de racines latérales secondaires, et la longueur des racines
primaires et secondaires les plus longues. L'ensemble de ces traits racinaires sont positivement
corrélés a I'axe 1 tandis que le nombre de racines latérales primaires est positivement corrélé a I'axe

2 de I'analyse de redondance.

En I’absence de fertilisation azotée, les |égumineuses étaient caractérisées par des profils racinaires
contrastés. Le lupin présentait une architecture racinaire bien spécifique, caractérisée par une grande
capacité d’exploration du sol en profondeur et un grand nombre de latérales primaires de petites
tailles. Le fenugrec, la féverole, la lentille, le pois, le pois chiche, et la vesce de Narbonne étaient
caractérisés par un relativement faible nombre de racines latérales primaires et secondaires de tailles
moyennes. La vesce commune présentait un profil racinaire proche de celui des six espéces ci-dessus
avec cependant un plus grand nombre de latérales primaires. Le haricot et le soja étaient caractérisés
par de longues racines latérales primaires et secondaires, et un grand nombre de racines latérales
secondaires. Le soja présentait cependant un plus grand nombre de racines latérales primaires et une

plus grande biomasse racinaire par rapport au haricot.

Des différences marquées de réponse des traits racinaires a la fertilisation azotée ont pu étre mises
en évidence, notamment chez le haricot qui répondait le plus fortement a la fertilisation azotée. Le
haricot présentait alors un systéme racinaire trés ramifié, avec de longues racines latérales secondaires

et la plus grande vitesse d’expansion racinaire en largeur.
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ANNEXE 5 : Dynamique de la biomasse et des quantités d’azote prélevées par les légumineuses

Annexes

En 2014 et 2016, des prélevements aériens ont été effectués régulierement au cours du cycle des légumineuses afin de suivre les dynamiques de biomasse

aérienne et des quantités d’azote fixées et prélevées du sol.
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Figure A5 : Dynamique des biomasses et des quantités d’azote aériennes des 10 espéces de légumineuses en fonction des degrés jours base 0°C en 2014 (trait
hachuré) et 2016 (trait plein). Biomasse aérienne (vert); quantité d’azote issue de la fixation symbiotique (bleu); quantité d’azote minéral issue du
prélévement du sol (marron).
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ANNEXE 6 : Estimation des quantités d’azote des résidus aériens en 2014 a partir des incubations
et des simulations avec STICS

La quantité d’azote issue de la minéralisation des résidus aériens en 2014 a été estimée par deux

méthodes différentes :

e La premiere méthode s’est basée sur les résultats issus des incubations de résidus aériens en
2014 en conditions de températures et d’humidité contrélées et sans limitation en azote
minéral (voir Chapitre 2). A partir du concept des jours normalisés, il a été estimé que 28 jours
a 28°C en incubations correspondaient environ a 10 mois en conditions au champ en
Bourgogne (voir Chapitre 2), soit quasiment |la durée entre la date d’enfouissement des résidus
de culture (septembre - octobre) et la récolte du blé suivant (début juillet). Ainsi, a partir des
incubations, la quantité d’azote potentielle issue de la minéralisation des résidus
aériens(QNres_min) a été calculée de la fagon suivante :

QNresyin = QNreschamp X %Nresyin
Avec QNreschamp la quantité d’azote dans les résidus aériens des précédents [égumineuses et
céréales mesurée au champ a maturité en 2014 et %Nresmin la proportion d’azote des résidus

aériens minéralisée apres 28 jours a 28°C en incubation.

e La quantité d’azote issue de la minéralisation des résidus aériens en 2014 a également été
calculée a partir de simulations avec le modéle STICS en prenant en compte les conditions
climatiques du champ et en se basant sur le rapport C/N des résidus (voir Fig.S1 Chapitre 3, p

130).

La figure suivante confronte les quantités d’azote issues de la minéralisation des résidus aériens

estimées a partir des incubations a celles calculées a partir des simulations de STICS.
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Figure A6 : Comparaison des quantités d’azote issues de la minéralisation des résidus aériens en 2014
estimées a partir des incubations et calculées a partir de STICS, pour les dix espéces de légumineuses
et les deux especes de céréales. Résidus aériens des céréales (jaune); résidus aériens des
légumineuses pour lesquelles il y a une récolte des graines (rouge) ; résidus aériens des légumineuses
pour lesquelles il n’y a pas eu de production de graines en 2014 (vert) ; précédents printemps (A);
précédents été (A) La ligne pleine représente la droite 1:1.

La comparaison des deux méthodes de calcul, met en avant une surestimation des quantités d’azote
issues de la minéralisation des résidus aériens par STICS par rapport a celles estimées a partir des
incubations pour les légumineuses sans production de graines (points verts). Au contraire, des
guantités d’azote légerement plus faibles ont été calculées par STICS pour le pois et le lupin par rapport
aux quantités estimées a partir des incubations. Malgré les quelques différences entre les deux
méthodes de calcul des quantités d’azote issues de la minéralisation des résidus aériens, le classement

entre les especes est relativement bien maintenu entre les deux méthodes de calcul.
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ANNEXE 7 : Reliquats azotés post récolte des légumineuses et des céréales
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Figure A7 Reliquats azotés post récolte des légumineuses et des céréales en 2014 (barres pleines) et
2016 (barres hachurées). Céréales : jaune ; légumineuses pour lesquelles il y a une récolte des graines :
rouge) ; légumineuses pour lesquelles il n’y a pas eu de production de graines en 2014 : vert.
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ANNEXE 8 : Exemple des dynamiques de quantités d’eau et d’azote du sol observées et simulées

par STICS pour le précédent pois chiche
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Figure A8 : Dynamiques de quantités d’eau et d’azote minéral du sol observées et simulées par STICS
entre la récolte du pois chiche et la récolte du blé suivant pour I'expérimentation | (2014-2015) et

I’'expérimentation 11 (2016-2017).
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ANNEXE 9 : Flux azotés induits par les précédents légumineuses et céréales

Neuf especes de légumineuses ont été cultivées en 2014 et 2016 en |'absence de fertilisation azotée.
En 2016, une dixieme espece, le fenugrec, a été semée. Afin de comparer les flux azotés induits par les
légumineuses a ceux de céréales, deux céréales ont également été semées en 2014 et 2016 ; de I'orge
et du sorgho. Une fertilisation azotée raisonnée a été appliquée aux deux céréales (orge : 135 kg N ha-
1 en 2014 et 75 kg N ha-1 en 2016, sorgho 100 kg N ha-1 en 2014 et 2016). Une fois les graines
récoltées, les résidus de culture des légumineuses et des céréales ont été broyés et enfouis dans le sol.
Les graines n'ont cependant pas été récoltées pour la vesce de Narbonne en 2014 et 2016 et pour le
pois chiche en 2014, du fait de conditions climatiques non favorables a la production de graines pour
ces especes. A I'automne, un blé d’hiver, conduit sans fertilisation azotée, a été semé a la suite de tous
les précédents légumineuses et céréales. Le blé a ensuite été récolté en juillet de I'année suivante
(2015 et 2017).
Plusieurs flux azotés induits par les dix légumineuses et les deux céréales ont été quantifiés a l'issue
des deux d’expérimentations au champ. Il s’agit de :
e La quantité d’azote exportée par les graines (QN_graines), qui a été mesurée a maturité des
légumineuses et des céréales en 2014 et 2016 ;
e laquantité d’azote dans les parties aériennes des légumineuses, issue du processus de fixation
symbiotique (QNdfa). Ce flux a été mesuré a maturité des légumineuses en 2014 et 2016 ;
e la quantité d’azote minéral du sol prélevée par les [égumineuses et les céréales durant leur
cycle (QNdfsol). Ce flux a été mesuré a maturité des légumineuses et des céréales en 2014 et
2016. Pour les céréales, I'azote minéral issu du sol (QNdfsol) a été distingué de I’azote issu du
fertilisant (QNdf_ferti). Pour y parvenir une modalité avec les mémes céréales non fertilisées
en azote a été utilisée. La quantité d’azote issue du fertilisant (QNdf_ferti) a été calculée
comme étant la différence entre la quantité totale d’azote dans les céréales fertilisées et la
guantité d’azote dans les céréales non fertilisées ;
e Laquantité totale d’azote dans les parties aériennes du blé non fertilisé (QN_blé) cultivé aprées
les légumineuses et céréales. Ce flux a été mesuré a maturité du blé en 2015 et 2017.
e La quantité d’azote lixiviée (QN_lixiviée) entre la récolte des précédents légumineuses et
céréales et la récolte du blé I'année suivante a été estimée par modélisation avec le modeéle
STICS pour les dix précédents légumineuse et les deux céréales fertilisées en azote, et pour les

deux expérimentations au champ.

En moyenne les légumineuses exportent plus d’azote dans les graines par rapport aux céréales
(QN_graines) et générent de plus grandes quantité d’azote dans le blé suivant (QN_blé). Au

contraire, les [égumineuses ont tendance a prélever de plus faibles quantités d’azote minéral du
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sol (QNdfsol). Les [égumineuses se distinguent également des céréales par leur mode de nutrition
azotée puisque leurs besoins azotés sont comblés par la fixation symbiotique (QNdfa) tandis que

les besoins azotés des céréales sont compensés par le préléevement d’azote apporté par

fertilisation (QNdf_ferti)
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Figure A9: Box plot des différents flux azotés mesurés sur les dix précédents légumineuses et les deux
précédents céréales au cours des deux expérimentations au champ de deux ans (2014 - 2015 et 2016
-2017).

Quantité d’azote exportée par les graines (QN_graines) ; quantité d’azote dans les parties aériennes
des légumineuses, issue du processus de fixation symbiotique (QNdfa); quantité d’azote dans les
parties aériennes des légumineuses et céréales issue du prélevement de I'azote minéral du sol
(QNdfsol) ; quantité d’azote dans les parties aériennes des céréales issue du fertilisant (QNdf_ferti) ;
quantité d’azote dans les parties aériennes du blé non fertilisé (QN_blé) ; quantité d’azote lixiviée
entre la récolte des précédents légumineuses et céréales et la récolte du blé I'année suivante
(QN_lixiviée).

Pour le flux QN_graines seules les especes de légumineuses avec une production de graines ont été
prises en compte. Pour chacun des flux azotés, * indique une différence significative (p<0.05) entre les
légumineuses et les céréales.
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ANNEXE 10 : Article Innovations Agronomiques

Fixation symbiotique de I'azote et effet précédent : toutes les Iégumineuses a
graines se valent-elles ?

Guinet M.", Nicolardot B., Durey V., Revellin C., Lombard E., Pimet E., Bizouard F., Voisin A.-S.
' Agroécologie, AgroSup Dijon, INRA, Univ. Bourgogne, Univ. Bourgogne Franche Comté, F-21000 Dijon

Correspondance anne-sophie.voisin@inra.fr

Résumé

Les légumineuses ont un rble majeur a jouer dans la transition vers une agriculture plus durable, en réduisant
notamment le recours aux intrants azotés du fait de leurs propriétés spécifiques vis-a-vis du cycle de l'azote.
Pourtant peu de références sont disponibles pour une diversité d’espéces quant a leurs performances
agronomiques et aux flux d’azote qu’elles induisent. Une étude comparative sur dix espéces de légumineuses a
graines a été menée afin i) de quantifier la fixation symbiotique, ii) d’évaluer sa réponse a la présence d'azote
minéral du sol, et iii) de quantifier I'effet des Iégumineuses sur le rendement d’un blé suivant (non fertilisé) en lien
avec la minéralisation de leurs résidus de culture. Pour neuf espéces sur dix la fixation symbiotique a permis
d’assurer une croissance et une nutrition azotée des plantes aussi bonnes qu’avec une nutrition basée sur le
prélévement d’azote minéral. Des différences d'inhibition de la fixation symbiotique par I'azote minéral ont été mises
en évidence et ont été partiellement expliquées par des différences d’efficience de prélévement de I'azote minéral
entre les espéces. Ces différences ont été corrélées a des différences de vitesse d’expansion latérale des racines
entre les espéces. La grande majorité des Iégumineuses a engendré des rendements de blé supérieurs a ceux de
blés cultivés aprés des céréales. La variabilité des rendements du blé a en partie pu étre reliée a la minéralisation
de I'azote des résidus, variable entre espéces selon leur rapport carbone / azote. Cependant I'azote fourni au sol
par les Iégumineuses peut étre perdu pendant la période d'interculture, avant que cet azote ne soit prélevé par la
culture suivante. Ce risque augmente pour les especes de légumineuses récoltées en été contrairement au début
automne, du fait d'une interculture plus longue.

Mots-clés : Nutrition azotée, Azote minéral, Résidus de culture, Minéralisation, Lixiviation

Abstract: Symbiotic nitrogen fixation and pre-crop effect : are all grain legumes the same?

Legumes should play a key role in the transition towards a more sustainable agriculture by allowing a reduction of
nitrogen inputs due to their specific properties relative to the nitrogen cycle. However, there is a lack of references
for a wide diversity of species regarding their agronomic performances and the nitrogen fluxes they induce. A
comparative study on ten grain legumes was conducted to i) quantity symbiotic nitrogen fixation, ii) evaluate its
response to inorganic soil nitrogen, and iii) quantify the effect of legumes on the yield of the subsequent wheat
(unfertilised) as related to the N mineralisation of their crop residues. For nine species out of ten, symbiotic fixation
was able to ensure plant growth and nitrogen acquisition at levels similar to those achieved by nutrition based on
inorganic nitrogen. Differences in symbiotic fixation inhibition were observed and were partially explained by
differences in inorganic nitrogen uptake efficiency among species. Those differences were related to differences in
root lateral expansion rate among species. The great majority of legumes led to higher wheat yields compared to
those of wheat cultivated after cereals. Wheat yield variability was partially related to differences in crop residue
nitrogen mineralisation among species according to their carbon /nitrogen ratio. However, nitrogen supplied to the
soil by legumes can be lost during the fallow period before nitrogen is retrieved by the subsequent crop. This risk
increases with legumes harvested in summer vs. beginning of autumn, because of a longer fallow period.

Keywords: Nitrogen nutrition, Inorganic N, Crop residues, Mineralization, Leaching
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Introduction

Les légumineuses ont la capacité unique de fixer I'azote atmosphérique grace a une symbiose avec des bactéries
du sol du genre Rhizobium. Cette association symbiotique, coliteuse en énergie pour la plante, n'a lieu qu’en
situation de faible disponibilité en azote minéral. Ainsi, les légumineuses reposent leur nutrition azotée a la fois sur
la fixation symbiotique et sur le prélévement d’azote minéral par leurs racines quand celui-ci est disponible (Voisin
etal., 2002). Par ailleurs, les Iégumineuses sont connues pour fournir de I'azote au sol via leurs résidus de culture
riches en azote. Les rendements des céréales précédées de Iégumineuses sont en général supérieurs a ceux des
céréales précédées de céréales ou d’oléagineux (Preissel et al., 2015). Une partie de cet effet pourrait étre lié aux
flux d’azote générés par les cultures de légumineuses. Une diversité d'espéces de légumineuses adaptées a de
nombreuses conditions pédoclimatiques existe et pourrait contribuer a améliorer la durabilité des agrosystémes,
notamment en réduisant le recours aux intrants azotés, non seulement pendant la culture des légumineuses, mais
également aprés leur culture du fait de leur effet positif sur la disponibilité en azote du sol qui permet de réduire la
fertilisation de la culture suivante (Voisin et al., 2014 ; Carroué et al., 2012). Néanmoins, ces propriétés spécifiques
vis-a-vis du cycle de I'azote sont souvent insuffisamment prises en compte dans la gestion des systémes de culture.
Enfin, peu de références sont disponibles sur une diversité d'espéces et leur comparaison reste difficile sur la base
des études existantes, compte tenu des différences entre les conditions expérimentées (Herridge et al., 2008).
L'introduction de légumineuses dans les systémes de culture peut également engendrer des impacts négatifs sur
I'environnement liés a la gestion de 'azote, car il existe des risques de pertes de I'azote minéral, essentiellement
par lixiviation, pendant le cycle des légumineuses et/ou durant la période automne-hiver suivant leur récolte.

Dans ce contexte, I'objectif de notre étude a consisté a comparer, dans un premier temps, I'effet de 'azote minéral
sur 'accumulation d’azote par dix espéces de légumineuses et comprendre les différences d’inhibition de la fixation
symbiotique par I'azote minéral entre les espéces. Pour y parvenir, des traits caractérisant les processus
d’accumulation de 'azote et de prélévement de I'azote minéral ont été mesurés et utilisés comme facteurs
explicatifs des variations observées entre espéces. Un deuxiéme objectif a été de quantifier I'effet précédent des
dix espéces de légumineuses sur le rendement du blé suivant en comparaison a deux précédents céréales et a
identifier les déterminants des différences entre les précédents légumineuses et céréales. Enfin un troisiéme
objectif a consisté a estimer les pertes d’azote minéral par lixiviation entre la récolte des légumineuses et la sortie
de I'hiver 'année suivante.

1. Matériels et méthodes
1.1 Effet de la fertilisation azotée sur la croissance et la fixation symbiotique

Un essai au champ a été mis en place en 2014 a 'unité expérimentale INRA de Breteniére, pres de Dijon (21). Dix
especes de légumineuses et deux céréales ont été semées en mars (féverole, lentille, lupin, pois, vesce commune
et orge) ou en mai (fenugrec, haricot, pois chiche, soja, vesce de Narbonne et sorgho). Les légumineuses ont été
inoculées au semis avec une souche de rhizobium spécifique a chaque espéce et préalablement testée au cours
d’un essai en serre afin d’assurer une bonne efficience de la fixation symbiotique. Différents niveaux de fertilisation
azotée (0, 50, 150 et 300 kg N ha') ont été appliqués au semis sous forme de NH4NOs ; de plus, un marquage au
15N a été réalisé afin de mesurer la fixation symbiotique. Les parties aériennes ont été récoltées a maturité pour
des mesures de biomasse, de teneurs en azote total et en isotope *N afin de calculer la quantité d’azote prélevée
par les especes, ainsi que le pourcentage de cet azote issu de la fixation symbiotique (%Ndfa) en utilisant la
méthode de dilution isotopique (Voisin et al., 2002).

1.2 Vitesses d’expansion racinaire

En paralléle, un essai mené en serre en 2016 dans des rhizotrons de la plateforme INRA de phénotypage 4PMI de
Dijon (Jeudy et al., 2016). Ces dispositifs permettent d’observer l'architecture des racines et la dynamique de leur
développement, grace a des prises d'image au cours du temps (Figure 1). La vitesse d’expansion horizontale (en
largeur : VitExpLarg) et verticale (en profondeur : VitExpProf) de chacune des dix espéces de légumineuses a ainsi
été calculée, en utilisant les images successives prises au cours de leur croissance.
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Lentille

Pois chiche Vesce Narbonne Haricot Soja Fenugrec

Figure 1: Images de systemes racinaires des espéces cultivées en Rhizotrons, 21 jours apres le semis et
fertilisées avec 14 mmol N L.

1.3 Effet précédent et modélisation de la minéralisation des résidus et des pertes par

lixiviation
Deux essais bisannuels ont également été mis en place. La premiére année de chaque essai (2014 et 2016), dix
précédents légumineuses non fertilisés en azote et deux précédents céréales faiblement fertilisés ont été implantés
en mars ou en mai selon la physiologie de chaque espéce (Tableau 1). A maturité physiologique, les graines ont
été récoltées sauf pour la vesce de Narbonne en 2014 et 2016 et le pois chiche en 2014 du fait de conditions
climatiques non favorables a la production de graines. Les pailles ont été broyées et enfouies dans le sol, et un blé
a été semé en octobre, puis récolté en juillet de 'année suivante (2015 et 2017) (Tableau 1).

Des ratios de rendements du blé ont été calculés pour les deux expérimentations (I et Il) afin de comparer le
rendement du blé cultivé aprés les légumineuses de printemps avec ceux du blé cultivé aprés de l'orge et pour
comparer le rendement du blé cultivé aprés les légumineuses d'été avec ceux du blé cultivé aprés du sorgho.

rendement du blé cultivé apres une légumineuse (printemps ou été)

ratio rendement du blé = -~ — - —
rendement du blé cultivé apres une céréale (orge ou sorgho)

Des ratios supérieurs a 1 indiquent que le rendement du blé cultivé aprés des légumineuses est supérieur a celui

du blé cultivé aprés une céréale.

A partir de I'expérimentation | (2014-2015), des simulations avec le modele STICS ont été effectuées afin d’estimer
les quantités d'azote issues de la minéralisation des résidus de culture aprés leur enfouissement dans le sol, ainsi
que les quantités d’azote issues de la minéralisation du sol entre la récolte des légumineuses et la récolte du blé
suivant. Les quantités d’azote perdues par lixiviation entre la récolte des légumineuses et la sortie d’hiver du blé
(fixée au 1" mars 2015) ont également été estimées par simulation.

La quantité d'azote totale disponible pour le blé suivant a été calculée de la fagon suivante
N disponible pour le blé = Nreliquat + Nmin sol + Nmin residus — Nlixivié

Avec la quantité d’azote minéral du sol a la récolte des précédents (Nreliquat), la quantité d'azote totale issue de
la minéralisation du sol (Nmin sol), de la minéralisation des résidus (Nmin residus), et la quantité d’azote perdue
par lixiviation (Nlixivié) entre la récolte des légumineuses et la récolte du blé suivant.
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Tableau 1 : Gestion des précédents culturaux et du blé dans les expérimentations | et II.

Précédents culturaux Semis des  Récolte des Incorporation Semis du Récolte du
précédents précédents des résidus blé blé
dans le sol
Expérimentation | (2014 - 2015)
Féverole 25 juillet 2014
Lentille 18 Mars 11 juillet 2014
Lupin 1 aolt 2014 . 20 octobre 6 juillet
Pois 2014 4 ilet 2014 21800t2014 o4 2015
Vesce commune (printemps) 11 juillet 2014
Orge +N (135 kg N ha") 15 juillet 2014
Haricot 4 septembre 2014
Pois chiche 5 Mai 2014 O Septembre 2014 20 octobre 6 juillet
Soja (é1) 5 septembre 2014 3 octobre2014 2014 2015
Vesce de Narbonne 5 septembre 2014
Sorgho +N (100 kg Nha') 5 septembre 2014
Expérimentation Il (2016 - 2017)
Fenugrec 2 aolt 2016
Féverole 2 aolt 2016
Le”.“”e 15 Mars 27 Ju'”AGt 2016 2 septembre 24 octobre 6 juillet
Lupin 2016 12 ao(t 2016 2016 2016 2017
Pois (printemps) 13 juillet 2016
Vesce commune 27 juillet 2015
Orge +N (75 kg N ha") 20 juillet 2016
Pois chiche 12 septembre 2016
Haricot 17 Mai 12 septembre2016 27 septembre 24 octobre 6 juillet
Vesce Narbonne 2016 1 septembre 2016 2016 2016 2017
Soja (été) 12 septembre 2016
Sorgho +N (100 kg N ha') 14 septembre 2016

2. Effet de I’azote minéral disponible au semis sur la fixation symbiotique et la
croissance des légumineuses

2.1 Réponse de la fixation symbiotique a I'azote minéral

De maniére a mesurer l'effet de la disponibilité en azote minéral du sol au semis sur la fixation symbiotique pour
les 10 especes de légumineuses, le pourcentage d’azote issu de la fixation symbiotique (%Ndfa) a été représenté
en fonction de la quantité d’azote minéral du sol disponible au semis des légumineuses. Cette quantité correspond
a la somme du reliquat azoté au semis dans les 60 premiers centimétres du sol (69 kg N ha! pour le semis de
mars et 84 kg N ha! pour le semis de mai) et de la quantité d’azote apportée par fertilisation.

En absence de fertilisation azotée, le pourcentage de fixation symbiotique (par rapport a I'accumulation totale
d'azote) (%Ndfa) a varié entre 70 % (vesce commune) et 78 % (lupin) pour les espéces semées en mars, et entre
56 % (haricot) et 80 % (soja) pour les espéces semées en mai (Figure 2). La quantité d’azote fixée a varié de 99
kg N ha-! (lentille) & 147 kg N ha* (lupin) pour les espéces semées en mars, et de 60 kg N ha-! (Vesce de Narbonne)
a 290 kg N ha' (soja) pour les espéces semées en mai. Les variations entre especes dépendent a la fois du
potentiel d’accumulation d’'azote spécifique a chaque espéce, et des conditions climatiques, qui ensemble,
déterminent le niveau de croissance.
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Pour toutes les espéces étudiées, on observe une diminution du taux de fixation symbiotique avec le niveau
de fertilisation azotée (Figure 2).Comme cela a été observé auparavant sur quelques espéces, ce résultat indique
un prélévement préférentiel de 'azote minéral par les légumineuses. Le déclenchement de la fixation symbiotique
a lieu lorsque le niveau de disponibilité en azote minéral devient insuffisant pour subvenir aux besoins en azote de
la plante (Voisin et al., 2002). Cette régulation optimise le colt énergétique élevé de la fixation pour la plante,
notamment pour la formation et I'entretien des nodosités, organes hétes de la symbiose (Voisin et al., 2003).

100 100
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© Féverole: y=-0.09x+77 @ Fenugrec: y=-0.24x+97
80 - @ Vesce co: y=-0.10x+66 80 - O Soja: y=-0.25x+100
® Pois: y=-0.23x+83 @ Vesce Narb: y=-0.20x+73
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60 60
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Figure 2 : Réponse du pourcentage de fixation symbiotique (%Ndfa) a la disponibilité en azote minéral au semis
(correspondant a I'apport d’azote par fertilisation et a I'azote minéral disponible au semis (69 kg N ha-! pour le
semis de mars 2014 (A) et 84 kg N ha-! pour le semis de mai 2014 (B)). Figure adaptée de Guinet et al. (2018).

Néanmoins, l'intensité de la réponse de la fixation a I'azote (indiquée par la pente de la régression linéaire), est
trés variable entre espéces (Figure 2). Pour les espéces semées en mars, la fixation symbiotique du pois et de la
lentile est nulle pour les valeurs dapport dazote trés élevées (300 kg N
ha), alors que le lupin et la féverole maintiennent leur fixation symbiotique a 30 et 44 %, respectivement. Pour les
especes semées en mai, la fixation symbiotique est nulle pour toutes les espéces pour le niveau de fertilisation le
plus élevé (300 kg N ha-") (fenugrec, soja, pois chiche, vesce de Narbonne), alors que pour le haricot, la fixation
est totalement inhibée pour des niveaux de disponibilité en azote minéral plus faibles (traitement 50 kg N ha-").

2.2 La fixation symbiotique permet-elle de répondre aux besoins azotés de la plante ?

En I'absence de fertilisation azotée, la quantité totale d’azote accumulée dans les parties aériennes des
légumineuses a variée entre 94 kg N ha-' (Vesce de Narbonne) et 360 kg N ha! (Soja) (Figure 3).

Contrairement aux céréales, la fertilisation azotée n'a pas eu d'effet sur la quantité d’azote totale prélevée par les
légumineuses (lentille, lupin, vesce commune, fenugrec, soja et vesce de Narbonne) ou a engendré une faible
augmentation lorsque 300 kg N ha' était apporté au semis (féverole, haricot, pois), indiquant une
complémentation totale du prélévement d’azote minéral du sol par la fixation symbiotique pour ces espéces
(Figure 3). Seul le pois chiche a fortement répondu a la fertilisation azotée avec une augmentation graduelle de la
quantité d'azote accumulée avec le niveau de fertilisation (+ 57 % pour le traitement 300 kg N ha-! par rapport au
traitement 0 kg N ha'"). Pour cette espéce, des observations complémentaires ont indiqué une mise en place tardive
de la fixation symbiotique, ayant conduit & une carence azotée qui a limité la croissance pour les faibles niveaux
de fertilisation azotée. Les conditions trés séches du sol au moment du semis de mai en 2014, combinées a une
potentielle sensibilité de la souche de rhizobium aux conditions seches peuvent étre a l'origine du délai de mise en
place de la fixation symbiotique pour le pois chiche dans nos conditions expérimentales. Cet exemple souligne
I'importance d'assurer la présence de souches spécifiques de Rhizobium dans le sol et d’optimiser leur efficience
afin d'assurer la fixation symbiotique.
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Figure 3 : Quantités totales d’azote accumulées dans les parties aériennes a la récolte pour les espéces semées
en mars (A) et en mai (B) en 2014. Un astérisque indique pour chaque espéce les traitements de fertilisation azotée
pour lesquels la quantité d'azote dans les parties aériennes est significativement différente du traitement non
fertilisé en azote (0 kg N ha'). Figure adaptée de Guinet et al. (2018).

2.3 Analyse des différences de réponse de la fixation symbiotique a 'azote minéral du
sol

Afin d’expliquer les différences de réponse de la fixation symbiotique a la disponibilité en azote minéral du sol, nous
avons cherché a quantifier et dé-corréler deux facteurs majeurs qui modulent la quantité d’azote fixée : (i)
I'accumulation d’azote dans les parties aériennes de la plante qui définit la taille du « puits » en azote (ou les
besoins en azote de la plante) et ii) l'efficience de prélévement de 'azote minéral disponible dans le sol, qui module
la taille du pool d’'azote minéral directement disponible pour la plante (en tant que source d’'azote), et par
conséquent la quantité d’azote restant a fixer pour satisfaire les besoins en azote de la plante.

Pour y parvenir, un indicateur d’intensité de réponse de la fixation symbiotique a la disponibilité en azote minéral
du sol (N50) a été calculé a partir des pentes de régression de la Figure 2, comme la quantité d’azote minéral
présente au semis engendrant un pourcentage d’azote issu de la fixation symbiotique (%Ndfa) égal & 50 % (N50).
Cet indicateur (Figure 4 ; en ordonnée) a varié entre 82 et 285 kg N ha-' entre le haricot et la féverole, indiquant
une inhibition de la fixation symbiotique pour le haricot pour des niveaux d’azote minéral bien plus faibles que la
féverole.

Globalement, il existe une relation positive entre I'indicateur N50 et la quantité totale d’azote accumulée par
I'espéce (Figure 4). Ainsi, la faible valeur de N50 de la vesce de Narbonne est associée aux faibles quantités
d’azote accumulées par cette espéce par rapport aux espéces comme le soja ou le pois chiche, qui accumulent
beaucoup plus d'azote dans leurs parties aériennes.

Cependant cette relation n’explique qu'une partie de la variabilité de réponse de la fixation symbiotique a la
disponibilité en azote minéral du sol entre les espéces de légumineuses. Pour un niveau donné d’accumulation
d'azote par la plante, les différences entre espéces peuvent s'expliquer par des différences d’efficience de
préléevement d’azote minéral dans le sol par les racines (NUEf+s) (Figure 4). L'indicateur NUEf+s a été calculé
comme le rapport entre la quantité d’azote minéral prélevée par la plante lorsqu’elle repose a 50 % sur la fixation
symbiotique (moitié de la quantité d'azote totale dans les parties aériennes a maturité) et la quantité d'azote minéral
disponible au semis nécessaire pour réduire la fixation symbiotique a 50 % (N50). Cette efficience peut étre
visualisée sur la graphique pour chaque espéce par sa position par rapport aux courbes d’iso — efficience de
prélévement de I'azote minéral (isoNUEf+s ; Figure 4).

Ainsi, par exemple, pour le pois et la féverole, espéces ayant accumulé des quantités similaires d'azote (autour de
175 kg N.ha'), les valeurs contrastées de N50 entre ces deux espéces (150 et 280 kg ha') s’expliquent par des
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différences d'’efficience de prélévement d’azote minéral, avec la féverole qui présente une efficience trés faible
(entre 0,25 et 0,5) par rapport au pois qui présente une efficience proche de 0,75.

N50: Quantité N
minéral au semis
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Figure 4 : Réponse de l'indicateur N50 a la quantité d’azote accumulée dans les parties aériennes a la récolte.
L’efficience de prélévement de 'azote minéral (NUEf+s) a été calculée ici comme le rapport entre la quantité d’azote
minéral prélevée par la plante lorsqu’elle repose a 50 % sur la fixation symbiotique (moitié de la quantité d’azote
dans les parties aériennes a maturité) et la quantité d’azote minéral disponible au semis nécessaire pour réduire
la fixation symbiotique & 50 % (N50). Des courbes d'isoNUEf+s ont été positionnées sur le graphique. Figure
adaptée de Guinet et al. (2018).

2.4 Différences d’exploration racinaire

La caractérisation de traits racinaires des espéces de légumineuses cultivées en rhizotrons a permis une meilleure
compréhension des traits de plantes associés a une meilleure capacité de prélévement de I'azote minéral du sol.

Ainsi, une relation positive a été établie entre I'efficience de préléevement de I'azote minéral du sol des
différentes espéces (mesuré en champ) et la vitesse d’exploration racinaire en largeur (mesurée en rhizotrons)
(Figure 5A). Par contre, aucune relation n’a pu étre établie entre I'efficience de prélévement de I'azote minéral et
la vitesse d’exploration racinaire en profondeur (Figure 5B). Le printemps 2014 a été caractérisé par des conditions
de sol plus profonds. Ainsi, les espéces avec de grandes vitesses d’exploration en largeur ont probablement mieux
valorisé I'azote minéral resté en surface tandis que les systémes racinaires plus profonds n'ont pas induit de
bénéfices supplémentaires pour le prélévement d'azote minéral. D'autre part, les différences de vitesse
d’exploration en profondeur entre espéces de légumineuses étaient relativement faibles et certainement moins
discriminantes pour le prélévement d’azote minéral dans les horizons de sol plus profonds.

229



Annexes

=
%]
[y
[N}

.g A y =0.034 +0.0336 % B
R2=0.64 e Hari

N N aricot
© -0 © L]
0 1 - Haricot = 1
o p
- ) o Soja
k= 508 ®50ja b= 508 L
g2 £ 2

E E
23 06 S s 0.6 Pois chiche
L o Pois . ®Pois chiche L o™ ..
o 9 L ‘o '@ Pois®
s £ I 8 £
o Lentille )
-] Eo04 Fenugrec @ .- ° €04 Lentille® Fenugrec
§ Lupin',_--"" o Féverole g Féverole® ®Lupin
2 02 2 02 everole Vesce co
K= .Vesce co 'S °
E ®Vesce Narb E ®\esce Narb

0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 0 5 10 15 20 25
VitExpLarg (mm day?) VitExpProf (mm day?)

Figure 5 : Relation entre I'efficience de prélévement de I'azote minéral des différentes espéces de légumineuses
(mesurée au champ) et les vitesses d’expansion horizontale (A: en largeur : VitExpLarg) et verticale (B : en
profondeur : VIitExpProf) de leur systéme racinaire (mesurées en rhizotrons en serre, en présence d'azote minéral).
Figure adaptée de Guinet et al. (2018).

3. Effet des légumineuses sur les performances du blé suivant et sur les quantités
d’azote perdues par lixiviation aprés leur récolte

3.1 Rendement du blé selon le précédent cultural

Pour les précédents Iégumineuses de printemps, le ratio de rendement du blé est significativement supérieur
a1, sauf pour le précédent vesce commune en 2015 et le précédent pois pour les deux années. Ainsi, le rendement
du blé cultivé aprés les légumineuses de printemps est en général supérieur a celui du blé cultivé apres de 'orge
(Figure 6A). En prenant en compte 'ensemble des précédents légumineuses de printemps, le ratio de rendement
du blé moyen est de 1,18 en 2015 et 1,25 en 2017. Le blé aprés la féverole présente le plus grand ratio de
rendement du blé en 2015 (1,25) et 2017 (1,42).

Pour les précédents légumineuses d’été, le ratio de rendement du blé est systématiquement supérieur a 1,
indiquant un rendement du blé cultivé aprés les légumineuses d'été supérieur a celui du blé cultivé aprés du sorgho
(Figure 6B). En moyenne le ratio de rendement du blé cultivé aprés les légumineuses d'été est de 1,70 en 2015 et
1,58 en 2017. Le blé cultivé apres la vesce de Narbonne présente les plus grands ratios de rendement du blé pour
les deux années de cultures.

Les plus grands ratios observés aprés les précédents d’été en comparaison aux précédents de printemps découlent
du rendement du précédent céréale considéré comme référence. En effet, le précédent sorgho engendre de bien
plus faibles rendements du blé par rapport au précédent orge (en moyenne 25 q ha' comparé a 36 q ha').
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® 2015: référence = rendement blé avec précédent orge (38 g ha'?) ® 2015 : référence = précédent sorgho (23 g ha'')
2017 : référence = rendement blé avec précédent orge (33 g ha'l) 2017 : référence = précédent sorgho (26 g ha'')
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Figure 6 : Rapport entre le rendement du blé cultivé aprés des Iégumineuses et le rendement du blé cultivé aprés
des céréales. A : précédents légumineuses de printemps en comparaison au précédent orge ; B : précédents
légumineuses d’été en comparaison au précédent sorgho. Les valeurs entre parentheses indiquent les rendements
du blé 0% humidité cultivé apres I'orge ou le sorgho en 2015 et 2017.Une astérisque indique que le précédent
légumineuse engendre un rendement du blé significativement supérieur a celui du blé cultivé aprés la céréale de
référence.

3.2 Minéralisation des résidus des précédents culturaux et effet sur le rendement du
blé suivant

Afin d’expliquer les différences de rendements du blé selon les précédents culturaux, la quantité d’azote minéral
issue de la minéralisation des résidus de culture et disponible pour le blé suivant a été calculée. Cette quantité
d'azote dépend a la fois de i) la quantité d’azote dans les résidus des précédents culturaux qui détermine la quantité
d’'azote organique totale fournie au sol par les résidus de culture et ii) de la proportion de cet azote organique des
résidus qui est minéralisée par les micro-organismes du sol. La proportion d’azote organique des résidus qui est
minéralisée dépend notamment de leur qualité biochimique. Ainsi, les résidus aériens des précédents culturaux
ont été caractérisés en 2014 selon leur rapport carbone / azote (C/N) considéré comme un indicateur du potentiel
de minéralisation de I'azote des résidus (Nicolardot et al., 2001).

En 2014, les quantités totales d’azote laissées au sol par les résidus aériens des précédents culturaux étaient
comprises entre 20 kg N ha-* (lupin) et 161 kg N ha-! (pois chiche enfoui en plante entiére) (Figure 7A). Le rapport
CIN des résidus aériens était compris entre 17 (vesce de Narbonne enfouie en plante entiére) et 73 (orge) (Figure
7B). Les plus grandes quantités d’'azote dans les résidus et les plus faibles rapports C/N et ont été mesurés pour
les plantes sans production de graines pour lesquelles la plante entiére était considérée comme résidu de culture
(vesce de Narbonne et pois chiche). En I'absence de production de graines et de récolte, I'azote accumulé dans
les parties végétatives n’est pas remobilisé vers les graines ni exporté par la récolte, ce qui explique ces quantité
d’'azote élevées et ces faibles rapports C/N des résidus. Si I'on considére les autres cultures dont les graines ont
été récoltées, les résidus des deux précédents céréales (sorgho et orge) présentaient des rapports C/N parmi les
plus élevés et des quantités d'azote dans les résidus relativement faibles, comme il est souvent observé. Il est
cependant intéressant de noter que le pois, le lupin et le soja présentaient également des résidus avec de faibles
quantités d’azote et des rapports C/N élevés, proches de ceux mesurés pour les deux céréales. Ces trois espéces
de légumineuses présentaient des indices de récolte azoté (NHI : rapport entre la quantité d’azote dans les graines
sur la quantité d'azote totale de la plante) tres élevés (en moyenne 87 %). Une grande partie de I'azote des feuilles
et des tiges a donc été remobilisé et exporté par les graines qui ont été récoltées. La vesce commune, le haricot,
la lentille et la féverole présentaient des quantités d'azote et rapports C/N des résidus de culture intermédiaires
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entre les légumineuses non récoltées et les légumineuses avec de grands NHI. La quantité d’azote ainsi que le
rapport C/N des résidus peuvent varier selon les conditions climatiques qui influencent le potentiel de croissance
des especes et donc les besoins en azote (puits azoté) mais également le processus de remobilisation de I'azote
des parties végétatives vers les graines (répartition de I'azote entre les pailles et les graines).
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Figure 7 : A: Quantité totale d'azote dans les résidus aériens des précédents culturaux. B : Relation entre le
rapport C/N des résidus aériens et la proportion d’azote des résidus qui a été minéralisée (estimé a partir du modéle
STICS). Les mesures ont été faites pour 'expérimentation | (précédent cultivé en 2014 et blé récolté en 2015).
Bleu foncé : précédents de printemps ; bleu clair : précédents d’été. Les bordures noires épaisses indiquent les
especes pour lesquelles la plante entiére était considérée comme résidu de culture du fait de I'absence de
production de graines.

Dans le modéle STICS, la proportion d’azote des résidus qui est minéralisée dans un environnement donné et sur
une période donnée est basée sur le rapport C/N des résidus et est influencée par la température et I'humidité du
sol. La figure 7B représente la relation négative obtenue entre la proportion d’azote des résidus qui a été
minéralisée estimée par STICS pour I'ensemble de la période de simulation et le rapport C/N des résidus. Ainsi,
plus le rapport C/N des résidus est élevé, plus faible est la proportion d’azote des résidus qui est minéralisée. Les
simulations indiquent qu'une grande partie des résidus engendrent des proportions d’azote minéralisées négatives,
reflétant le processus d’organisation nette de l'azote par les microorganismes du sol. En effet, lors de la
minéralisation des résidus, les microorganismes utilisent le carbone des résidus pour leur respiration et leur
croissance. lls utilisent également I'azote des résidus pour répondre a leurs besoins azotés. Ainsi, pour les résidus
avec des rapports C/N élevés, 'azote issu de la décomposition des résidus ne permet pas de combler les besoins
azotés des micro-organismes. La limitation en azote est donc surmontée par le prélevement d’azote minéral du sol
par les micro-organismes du sol ce qui conduit a un phénoméne d’organisation nette de 'azote (valeurs négatives).
Seuls les résidus avec un C/N inférieur & 28 engendrent une minéralisation nette de I'azote (valeurs positives),
c'est-a-dire qu'ils augmentent le pool d’azote minéral du sol.

En multipliant la quantité d'azote totale des résidus (mesurée au champ) par la proportion d’azote des résidus qui
été minéralisée (estimée par STICS a partir des rapports C/N des résidus), la quantité¢ d'azote issue de la
minéralisation des résidus a été calculée (Figure 8, axe des abscisses). Méme si 'ensemble des résidus des
différentes espéces n’entrainent pas une minéralisation nette, il existe une différence de 56 kg N ha-! entre les
résidus induisant les plus grandes quantités d’azote organisées et les résidus induisant les plus grandes quantités
d’azote minéralisées, modulant ainsi grandement la quantité d’azote disponible pour la culture suivante.
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Une relation positive entre la quantité d’azote issue de la minéralisation des résidus estimée par le modéle
STICS et le rendement du blé mesuré en 2015 au champ a été obtenue (Figure 8). Ainsi le rendement du blé est
augmenté lorsque la décomposition des résidus engendre de plus grandes quantités d’azote disponibles pour le
blé. Cependant, on peut noter une plus faible pente pour les précédents de printemps par rapport aux précédents
d’été. Le surplus d’azote issu de la minéralisation des résidus de légumineuses de printemps par rapport aux
résidus de l'orge a été moins bien valorisé par le blé par rapport au surplus d’azote issu de la minéralisation des
résidus de légumineuses d'été par rapport aux résidus de sorgho. La différence de valorisation de I'azote par le blé
entre les précédents de printemps et d'été peut certainement étre associée a des pertes par lixiviation plus
importantes apreés les précédents de printemps par rapport aux précédents d'été (Figure 9).

3.3 Quantités d’azote perdues par lixiviation

En moyenne, 104 kg N ha' ont été perdus entre la récolte des précédents de printemps (en juillet 2014) et la sortie
de I'hiver (Figure 9A) contre 57 kg N ha-' entre la récolte des précédents d'été (en septembre 2014) et la sortie de
Ihiver (Figure 9B). Les précédents de printemps ont été récoltés un a deux mois avant les précédents d’été (Table
1). Le décalage de cycle entre les deux types de précédents a certainement permis de maintenir le prélévement
d’azote minéral plus tard dans la saison pour les précédents d’été par rapport aux précédents de printemps. Ainsi
I'accumulation d’azote minéral dans le sol et les inhabituelles fortes précipitations du mois de juillet et aolt 2014
ont favorisé les pertes d'azote minéral par lixiviation aprés la récolte des précédents de printemps.
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Figure 9 : Quantités d'azote perdues par lixiviation entre la récolte des précédents culturaux de printemps (A : bleu
foncé) ou d'été (B : bleu clair) et la sortie hiver (fixée au 1¢" mars 2015) estimées a partir de STICS.
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3.4 Quantité d’azote totale disponible pour le blé

La relation entre le rendement du blé et la quantité d’azote totale disponible pour le blé suivant a été établie. L'azote
disponible pour le blé prend en compte les reliquats azotés mesurés aprés la récolte des précédents, I'azote issu
de minéralisation des résidus de culture et de I'azote organique du sol moins les pertes par lixiviation. Les plus
faibles quantités d’azote minéral disponibles pour le blé suivant ont été mesurées aprés le précédent sorgho tandis
que les plus grandes quantités d’azote minéral disponibles ont été mesurées aprés les précédents légumineuses
sans production de graines (pois chiche et vesce de Narbonne), enfouies en plante entiére. Malgré des rendements
plus élevés aprés les précédents légumineuses de printemps par rapport & l'orge, les quantités d’azote disponibles
pour le blé suivant était trés proches pour 'ensemble des précédents printemps (en moyenne 92 kg N ha') (Figure
10). Au contraire une relation positive a été établie entre le rendement du blé et les quantités d’azote disponibles
apreés les précédents d'été.

%0 Figure 10 : Relation entre le rendement du blé en
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Au sein des précédents de printemps et d'été il existe une part de la variabilité des rendements de blé non expliquée
par les quantités d’azote minéral disponibles au cours du cycle du blé. D’autres composantes des flux azotés tels
que I'azote émis dans la rhizosphére des légumineuses au cours de leur cycle, ainsi que les pertes par émissions
de protoxydes d’azote contribuent @ moduler le pool d’azote disponible pour le blé suivant. Par ailleurs, des
processus non associés au cycle de I'azote, tels que la rupture des cycles des ravageurs, ou 'amélioration de la
diversité et de l'activité microbienne du sol aprés les cultures de légumineuses peuvent également expliquer une
part de la variabilité des rendements du blé selon les précédents culturaux.

Conclusions et perspectives

Cette étude a permis d’étendre les connaissances acquises sur le pois, espéce de légumineuses a graines jusqu’a
présent la plus étudiée en France et en Europe (Cernay et al., 2016), a une large gamme d'espéeces de
légumineuses a graines pouvant étre introduites dans les systémes de culture, comme cultures de diversification.
Dans les conditions environnementales de notre étude, la fixation symbiotique a permis de répondre aux besoins
azotés des dix espéces légumineuses, hormis pour le pois chiche. Ces résultats confirment la capacité des
légumineuses en culture a atteindre leur potentiel de productivité sans recours aux fertilisant azotés. D’autre part,
la minéralisation des résidus des légumineuses souvent riches en azote engendre dans la majorité des cas des
rendements du blé suivant en moyenne 40 % (+3 a +27 q ha'') a supérieurs a ceux du blé cultivé apres des
céréales, en accord avec I'augmentation moyenne de rendement rapportée par Angus et al. (2015) pour le pois, le
lupin, la féverole et le pois chiche.

Cette étude a par ailleurs mis en avant des différences entres les espéces, a prendre en compte lors de leur
insertion dans les systémes de culture, afin de limiter les risques de lixiviation de I'azote. Des différences entre
espéces en termes d'efficience d'utilisation de I'azote minéral du sol ont été mises en évidence et sont partiellement
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a l'origine des différences de réponse de la fixation symbiotique a la présence d’azote minéral dans le sol. Les
différences de capacité de prélévement d’azote minéral peuvent aussi moduler les risques de lixiviation pendant le
cycle des légumineuses, avec des risques plus grands pour les espéces avec une faible efficience d'utilisation de
I'azote minéral telle que le fenugrec, la féverole, le lupin et la vesce de Narbonne. D'autre part, I'azote minéral du
sol peut également étre perdu par lixiviation aprés la culture des légumineuses du fait de la fourniture d’azote au
sol par les résidus de légumineuses au moment ou les risques de lixiviation de I'azote sont les plus élevés. Le
risque varie avec la position du cycle des légumineuses dans I'année et selon les précipitations entre la récolte des
légumineuses et le semis de la culture suivante. Une longue période d'interculture telle que pour les légumineuses
de printemps récoltées en juillet, favorise les risques de lixiviation de I'azote entre la fin de I'été et 'automne, du
fait de I'accumulation d’azote minéral dans le sol, et des précipitations plus fréquentes pendant cette période de
I'année. Il estindispensable d’adapter la conduite des systémes de cultures a base de légumineuses pour valoriser
au mieux l'azote biologique fourni par les cultures de légumineuses, en limitant ses pertes par lixiviation et en
maximisant son utilisation par les cultures suivantes. Ainsi, la mise en place de pratiques agricoles adaptées telles
que les associations céréales-légumineuses permettrait de mieux valoriser 'azote minéral en période de culture,
en particulier pour les espéces de Iégumineuses avec une faible efficience de prélévement de I'azote minéral. Suite
a la récolte des légumineuses, il est primordial d'introduire des couverts végétaux pour piéger I'azote pendant la
période d'interculture, notamment en cas d'interculture longue, afin de réduire les risques de pertes d’azote. Enfin,
le choix d'une culture valorisant bien 'azote disponible & 'automne (comme le colza) peut étre judicieux.
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Quantification des flux d’azote induits par les cultures de légumineuses et étude de leurs
déterminants

comparaison de dix espéces de légumineuses a graines

Résumé

Dans un contexte de transition agroécologique, la réintroduction des légumineuses dans les systémes de culture
représente un levier particulierement intéressant. En effet, les légumineuses permettent notamment de réduire
le recours aux intrants azotés pendant leur culture grace a leur capacité a fixer 'azote atmosphérique, ainsi
gu’apres leur récolte en fournissant de I'azote a la culture suivante par minéralisation de leurs résidus riches en
azote. Il existe cependant un manque de références sur une diversité de légumineuses a graines afin de valoriser
au mieux les services écosystémiques fournis par ces espéces.

Cette thése a visé une analyse comparative de dix espéces de légumineuses a graines a partir de la i)
quantification des flux d’azotés induits par les légumineuses au cours d’une succession culturale au champ de
deux ans (légumineuse — blé) et ii) I'identification de traits de plantes déterminants dans I'obtention de ces flux
azotés. Des expérimentations complémentaires ont été menées en rhizotrons afin de caractériser plus finement
certains traits racinaires, et des incubations de sol en conditions contrélées ont permis de suivre la dynamique
de minéralisation des résidus de culture.

Une premiére partie a consisté a mieux caractériser la réponse de la croissance et de la fixation symbiotique a la
disponibilité en azote minéral du sol. Nos résultats ont mis en avant la capacité de la fixation symbiotique a
répondre aux besoins azotés de la grande majorité des légumineuses étudiées par rapport aux modalités avec
une grande disponibilité en azote minéral. Un impact négatif de I'azote minéral sur la fixation symbiotique a
également été mis en évidence pour toutes les espéces, avec une grande variabilité d’intensité de réponse entre
les espéces selon leurs besoins azotés et leur capacité de prélévement de |'azote minéral du sol. La vitesse
d’expansion latérale du systéme racinaire a par ailleurs été positivement associée a |'efficience de prélevements
de I'azote minéral des différentes especes.

Une deuxiéme partie de la thése s’est focalisée sur la minéralisation des résidus aériens et racinaires en
conditions contrdlées afin de comprendre les différences de minéralisation de I’azote selon les caractéristiques
biochimiques des résidus des dix espéces de légumineuses étudiées. Le rapport carbone /azote est ressorti
comme particulierement explicatifs des différences de minéralisation de I'azote avec une distinction entre les
résidus aériens et racinaires selon I'importance de la fraction de lignine.

Dans une troisieme partie I'effet précédent des dix Iégumineuses sur les performances du blé suivant a été étudié
en comparaison a deux précédents céréales. Nos résultats montrent une augmentation de rendements du blé
précédé par des légumineuses de 0,8 t ha par rapport a un précédent orge et de 1,6 t ha™ par rapport a un
précédent sorgho. La variabilité de quantité d’azote prélevée par le blé selon le précédent cultural a été expliquée
3 40 % par la disponibilité en azote minéral du sol variant avec le reliquat a la récolte des précédents culturaux
et la minéralisation de I'azote des résidus. Une part non négligeable de I'azote minéral du sol est néanmoins
perdue par lixiviation aprés la récolte des légumineuses et augmente notamment avec la durée de I'interculture
et la fréquence des précipitations pendant I'été et la période automne-hiver.

Enfin, une derniére partie a porté sur I'étude simultanée des différents flux azotés quantifiés au cours de la
succession de deux ans légumineuse — blé, et sur les traits de plantes déterminants dans |’obtention de ces flux
azotés. Les espéces de légumineuses ont ainsi pu étre différenciées selon leur profil fonctionnel et donc leur
aptitude a fournir des services écosystémiques relatifs a I'azote.

Mots clés : Fixation symbiotique de I'azote, effet précédent, lixiviation, minéralisation, traits de plantes, services
écosystémiques



Quantification of nitrogen fluxes induced by legume crops and assessment of their
determinants
comparison of ten grain legumes species

Abstract

In the context of agroecological transition, the reintroduction of legumes in cropping systems represents a major
lever. Indeed, legumes allow the reduction of nitrogen inputs during their growth cycle thanks to their ability to
symbiotically fix atmospheric nitrogen. In addition after their harvest they provide nitrogen to the following crop
through the mineralisation of high nitrogen content crop residues. However, there is a lack of references on a
wide range of grain legumes to maximise the ecosystem services provided by these species.

This work aimed at comparing ten grain legumes based on i) the quantification of nitrogen fluxes induced by
legumes during a two-year crop succession (legume — wheat) and ii) the identification of determining plant traits
for the provision of these nitrogen fluxes. Additional experiments were carried out in rhizotrons to better
characterise root traits, as well as in incubators in controlled conditions to monitor crop residue mineralisation
dynamics.

A first chapter aimed at better characterising plant growth and symbiotic nitrogen fixation responses to soil
inorganic nitrogen availability. Our results highlighted the ability of symbiotic nitrogen fixation to meet the
nitrogen requirements for the majority of legume species compared to treatments with high inorganic nitrogen
availability. A negative impact of inorganic nitrogen availability on symbiotic nitrogen fixation was also
highlighted for all legumes, with large variation in the response intensity among species, according to their
nitrogen requirements and to their ability to retrieve soil inorganic nitrogen. Root lateral expansion rate was
positively related to nitrogen uptake efficiency differences among legume species.

A second chapter focused on shoot and root residue mineralisation in controlled conditions to better understand
nitrogen mineralisation differences among legumes species according to their residues biochemical
characteristics. Nitrogen mineralisation differences were well explained by crop residue carbone : nitrogen ratio
; shoot and root residues were distinguished according to their lignin content.

In a third chapter, legume pre-crop effect on wheat performances was studied in comparison to two cereal pre-
crops. Our results showed a 0.8 t ha™ increase of wheat yields when cultivated after legumes compared to barley
pre-crop, and a 1.6 t hal increase when compared to sorghum pre-crop. Forty percent of wheat shoot-nitrogen
variability according to pre-crop treatments was explained by the inorganic soil nitrogen availability, depending
on soil inorganic nitrogen availability at pre-crop harvest and on crop residue nitrogen mineralisation. However,
a significant part of soil inorganic nitrogen was lost by leaching after legume harvest and leaching increased with
the duration of the fallow period and with rainfall frequency in summer and during the autumn-winter period.

A last chapter focused on the simultaneous assessment of the different nitrogen fluxes that were quantified
during the two-year legume - wheat succession, and on plant traits considered as determinants for the provision
of nitrogen fluxes. Hence, legume species were distinguished according to their functional profile and thus to
their ability to deliver ecosystem services relative to nitrogen.

Key words: symbiotic nitrogen fixation, pre-crop effect, leaching, mineralisation, plant traits, ecosystem services



