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INTRODUCTION GENERALE

La production végetale mondiale a augmenté conjointement avec la mécanisation et 1’ utilisation
de produits phytopharmaceutiques et engrais de synthése depuis les années 1960 (Fig. 1).
La mécanisation permet aux agriculteurs de travailler le sol pour gérer les adventices et préparer
le lit de semences des cultures. Les produits phytopharmaceutiques (e.g. herbicides,
insecticides, fongicides) permettent de contréler les bioagresseurs (e.g. adventices, insectes,
pathogenes) susceptibles d’impacter la productivité et la qualité des cultures (Oerke, 2006).
Les engrais de synthese (e.g. ammonitrates, engrais a base de phosphate et de potasse) apportent
au plus proche des besoins des cultures, les éléments minéraux essentiels a leur croissance et
développement.
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Figure 1. Evolution mondiale de a) la production végétale entre 1961 et 2021, b) 'utilisation
de produits phytopharmaceutiques entre 1990 et 2021 et ¢) 'utilisation d’engrais de synthése
entre 1961 et 2020 (FAOSTATS, 2023).

Cependant, le travail du sol et I’augmentation massive de 1’utilisation des produits de synthese
entre 1990 et 2020 (+1 et +63 millions de tonne au total pour les produits phytopharmaceutiques
et engrais respectivement, Fig. 1b et 1c) engendrent de nombreux impacts négatifs tels que la
contribution au réchauffement climatique (IPCC, 2023), la contamination de I’environnement
et par conséquent la perte de biodiversité (IPBES, 2019) et de services écosystémiques (Mamy
et al., 2022) ou encore I’augmentation des problémes de santé publique (Inserm, 2021).
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Pour réduire les impacts negatifs liés a cette intensification de 1’agriculture, des directives et
accords internationaux ont été promulgues et conclus (Directive, 2009/128/EC ; ONU, 2022).
La transition vers une agriculture durable, i.e. capable de nourrir la population,
économiquement rentable et peu impactante sur I’environnement, et ce sur le long terme, est un
objectif déja énoncé il y a plusieurs décennies (Landais, 1998). Cependant, le niveau
d’utilisation de produits phytopharmaceutiques et engrais de synthése a continué d’augmenter
de 1990 a 2020 (Fig. 1b et 1c). Récemment, I’observation d’impacts négatifs liés au changement
climatique, a renforcé la nécessité de se tourner vers une agriculture durable. L’Union
européenne a lancé en 2020 la stratégie de la ferme a la fourchette, pour un systeme alimentaire
plus équitable, sain et respectueux de I’environnement (European Union, 2020). Cette stratégie
s’inscrit dans le pacte vert européen, un pacte visant la neutralité climatique en Europe a
horizon 2050 (European Commission, 2019). Néanmoins, la transition vers une production
agricole durable, moins dépendante des produits de synthese, prend du temps (European
Parliament, 2018) et n’est pas encore suffisamment avancée pour atteindre les objectifs fixés
par le pacte vert selon certains scientifiques (Guyomard et al., 2020).

Les herbicides sont la catégorie de produits phytopharmaceutiques la plus utilisée en agriculture
dans le monde (Fig. 1b). Réduire leur utilisation est donc un enjeu majeur, notamment en
grandes cultures (i.e. céréales, oléagineux et protéagineux) qui représentent la majorité des
cultures produites dans le monde (Fig. 1a). Les grandes cultures fournissent les produits de base
de I’alimentation humaine et sont essentielles pour atteindre I’objectif de nourrir 9,7 milliards
d’étres humains a horizon 2050 (United Nations, 2019). Les herbicides sont utilisés dans ces
cultures pour controler les adventices, le bioagresseur majeur des cultures. En effet,
les adventices sont potentiellement responsables des plus grandes pertes de productivité
(en moyenne 34 %), devant les ravageurs et agents phytopathogénes (18 et 16 %,
respectivement) (Oerke, 2006). Bien que les herbicides soient une solution efficace,
économique et simple d’utilisation pour gérer les adventices, les nombreux impacts négatifs qui
leur sont associés et 1’augmentation du nombre d’adventices résistantes a ces produits de
synthese (Heap, 2023), nécessitent de recourir a des alternatives. Cependant, il n’existe pas de
levier unique de gestion des adventices alternatif aux herbicides aussi efficace que ces derniers.
Pour gérer les adventices en grandes cultures tout en réduisant 1’utilisation d’herbicides,
reconcevoir les systémes de culture est nécessaire (MacLaren et al., 2020 ; Riemens et al.,
2022). Les systemes de culture, i.e. systemes gérés de maniére identique sur des parcelles
cultivées et caractérisés par les cultures, leur ordre de succession et I’ensemble des techniques
qui leur sont associées pour produire (Sebillotte, 1990), doivent miser sur une gestion
agroécologique des adventices, i.e. minimiser les impacts négatifs des adventices sur la
production agricole tout en maximisant les services qui leurs sont associes et en réduisant le
recours aux herbicides (MacLaren et al., 2020).
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Le concept de gestion agroécologique des adventices integre celui de gestion intégrée des
adventices selon lequel il faut mobiliser et combiner de multiples leviers de gestion des
adventices alternatifs aux herbicides pour limiter les impacts négatifs des adventices sur les
cultures et réduire I’utilisation d’herbicides (Liebman et Gallandt, 1997 ; Munier-Jolain, 2018).
De nombreux leviers de gestion intégrée des adventices ont été identifiés (Riemens et al., 2022)
mais leur mise en ceuvre est faible, en raison notamment des pertes potentielles de production
agricole. Seule une gestion agroécologique des adventices, misant principalement sur la
biodiversité pour réguler les adventices, pourra augmenter la durabilit¢ de 1’agriculture
(MacLaren et al., 2020). Pour appuyer cette idée, une récente expertise scientifique collective
(ESCo) réalisée par INRAE (Tibi et al., 2022), a montré qu’augmenter la diversité végétale
dans les agroécosystémes (e.g. associer les cultures, augmenter la diversité des cultures a
I’échelle de la succession) favorise la régulation biologique des bioagresseurs des cultures
(i.e. les interactions biologiques dans 1’agroécosystéme favorisant la régulation des
bioagresseurs [Sagorin et al., 2018]), notamment les adventices. Cette ESCo souligne aussi le
fait que miser sur la diversité végétale dans les agroécosystemes représente un fort potentiel
pour assurer la sécurité alimentaire (Tibi et al., 2022). Cependant, des limites organisationnelles
(e.g. développement de filieres pour des cultures inhabituelles, mise en ceuvre des politiques et
actions publiques en faveur de la transition agroécologique) et de connaissances limitent
I’adoption de la gestion agroécologique des adventices par les agriculteurs (Munier-Jolain,
2018 ; MacLaren et al., 2020). Davantage de recherches doivent étre menées sur une grande
diversité de leviers et de combinaisons de leviers de gestion des adventices pour évaluer leur
efficacité dans des contextes de production variés (MacLaren et al., 2020; Riemens et al., 2022).

Un des potentiels leviers de gestion agroécologique des adventices pourrait étre les couverts
d’interculture (Fernando et Shrestha, 2023). Les couverts d’interculture, plantes cultivées entre
la récolte d’une culture de rente et le semis de la culture suivante (i.e. pendant la période
d’interculture), sont une maniére de reintroduire de la diversité cultivée dans les
agroécosystemes. Des revues (Snapp et al., 2005 ; Blanco-Canqui et al., 2015) et analyses
quantitatives (Daryanto et al., 2018 ; Shackelford et al., 2019) de la littérature scientifique sur
les services écosystémiques fournis par les couverts d’interculture montrent que les couverts
d’interculture sont source de nombreux services, dont la régulation biologique des adventices.
Des méta-analyses récentes montrent qu’en moyenne, les couverts d’interculture réduisent les
adventices en interculture et dans la culture suivante (Osipitan et al., 2018 ; Osipitan et al.,
2019). Cependant, les effets des couverts d’interculture sur les adventices sont variables et
incertains, en fonction notamment des especes choisies pour composer les couverts et du
contexte de production des agriculteurs (e.g. pédoclimat, flore, pratiques agricoles) (Nichols et
al., 2020b ; Fernando et Shrestha, 2023). Pour aller plus loin que 1’observation de simples effets
des couverts d’interculture sur les adventices dans les études, il serait intéressant d’identifier et
de quantifier I’importance des processus sous-jacents a ces effets pour améliorer 1’utilisation
du levier couvert d’interculture pour la régulation biologique des adventices.
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Aussi, les études sur la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture a
plus long-terme que la culture suivante sont rares. Pourtant, la gestion agroécologique des
adventices intégre une vision a long-terme de la régulation des adventices dans les systéemes de
culture en raison de la présence de nombreuses semences adventices dans les sols pouvant
masquer les effets des couverts d’interculture a court terme. Cette incertitude quant a la capacité
des couverts d’interculture a fournir des services tels que la régulation biologique des
adventices participe a la faible utilisation des couverts d’interculture par les agriculteurs
(Wallander et al., 2021 ; Ballot et al., 2022).

Pour utiliser le levier couvert d’interculture pour la régulation biologique des adventices en
grandes cultures, davantage de recherches sont nécessaires pour (1) identifier les déterminants
de cette régulation (e.g. composition des couverts, méthode de destruction) et quantifier leurs
effets seuls et en interaction dans différentes situations de production et échelles temporelles et
(2) identifier et quantifier les processus sous-jacents a cette régulation.

L’objectif général de cette thése sera de fournir des éléments de réponse a ces fronts de science
pour alimenter la question de I’efficacité du levier couvert d’interculture pour la régulation
biologique des adventices en grandes cultures.
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CONTEXTE ET PROBLEMATIQUE

Cette partie introduit la nécessité de gérer agroécologiquement les adventices en grandes
cultures et I’intérét d’étudier le levier couvert d’interculture pour contribuer a cette gestion.
Les connaissances et fronts de science sur les déterminants et effets de la régulation
biologique des adventices par les couverts d’interculture sont ensuite exposés pour introduire
les objectifs et questions de recherche de cette these.

Couvert d’interculture " ‘) Culture

9
o Adventice r\

Question générale de la thése :

Les couverts d’interculture sont-ils un levier de régulation biologique des adventices
efficace en grandes cultures ?

Ilustration : Alicia Rouge
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1 GESTION DES ADVENTICES EN GRANDES CULTURES

1.1 LESADVENTICES

1.1.1 Définition et caractéristiques biologiques

Aucune definition du terme adventice ne fait consensus a ce jour (Bourgeois et al., 2019 ;
Zimdahl, 2018). Dans cette these, toute plante qui ne sera pas cultivée intentionnellement
au moment ou elle sera observée sur une parcelle sera considérée comme adventice.
Une définition basée sur ce que les agriculteurs considérent comme « mauvaise herbe » d’apres
Duhamel Du Monceau (1762), sans connotation négative du terme.

En France, environ 1200 especes adventices sont répertoriées dans les parcelles cultivées
(Jauzein, 1995) et 220 espéces sont jugées comme fréquentes, nuisibles ou préoccupantes
(Mamarot et Rodriguez, 2014). Ces adventices sont généralement fréquemment perturbées en
raison des nombreuses opérations agricoles qui ont lieu chaque année sur les parcelles
(e.g. travail du sol, herbicides). Par conséquent, la majeure partie des 220 espéces adventices
sont annuelles, i.e. elles doivent produire des semences pour se reproduire et effectuent leur
cycle de vie (de la germination a la production de semences, Fig. 2) en moins d’un an.
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Figure 2. Principales étapes du cycle de vie d’une adventice annuelle.
Ce cycle de vie est influencé par des facteurs biotiques (en orange) et abiotiques (en bleu).

Les autres adventices régulierement trouvées sur les parcelles cultivées sont des especes
vivaces, qui peuvent se maintenir sur les parcelles en se propageant grace a des organes de
réserve souterrains (e.g. rhizomes, tubercules, bulbes). Ces adventices peuvent alors se
reproduire, non seulement en produisant des semences, mais aussi et pour beaucoup d’entre
elles surtout, en renformant de nouveaux individus (clones) a partir d’un fragment de leurs
organes souterrains.
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Enfin et plus rarement, sont rencontrées des especes adventices pluriannuelles, qui se
comportent généralement comme des vivaces plusieurs années mais doivent produire des
semences pour se reproduire et donc se maintenir sur la parcelle.

Sur une parcelle cultivée, les adventices sont majoritairement presentes sous forme de semences
dans le sol, i.e. dans le stock semencier. Ce stock semencier est souvent alimenté par
I’enfouissement dans le sol des semences adventices produites une année, a des profondeurs
variables selon le type de travail du sol realisé sur la parcelle. Dans le sol, les semences peuvent
étre dormantes (i.e. une forme de vie ralentie qui leur permet de passer une période défavorable
a I’accomplissement de leur cycle de vie), germer ou mourir. La présence d’une plante
adventice sur une parcelle cultivée depend de sa présence dans le stock semencier, des
conditions biotiques et abiotiques de la parcelle (Fig. 2), des opérations agricoles réalisées
chaque année et des caractéristiques biologiques propres a chaque espéce adventice (Tab. 1).

Tableau 1. Caractéristiques biologiques de quelques adventices d’aprés Sicard et al. (2012).

i Ari Durée de Nombre de
Adventices Profondeur | Période de Période vie des
ermination semences
Nom commun de lglevée de '(sjemerllces produites par
ientifi ermination i ans le
(Nom scientifique) 9 préférentielle grenaison ol plante
Annuelles
Vulpin 4-5¢cm Automne-Hiver, | Juin al3adans 1000 a 10000
(Alopecurus myosuroides) Parfois printemps | Juillet
Géranium disséqué <lcm Toute I’année Juillet a|ladans 1000 a 10000
(Geranium dissectum) Octobre
Bleuet 5-6 cm Automne-Hiver, | Juillet a|3a4ans 1000 410000
(Cyanus segetum) Parfois printemps | Septembre
Chénopode blanc 2-5¢cm Printemps-Eté Ao(t al6a8ans 1000 a 10000
(Chenopoduim album) Novembre
Morelle noire 2-3cm Eté Aot al|>10ans 1000 410000
(Solanum nigrum) Novembre
Vivaces
Chardon des champs la2cm Printemps-Eté Juillet a|2a3ans 1000 & 10000
(Cirsium arvense) Novembre
Liseron des champs <3cm Printemps-Eté Ao(t al>5ans <1000
(Convolvulus arvensis) Novembre
Pluriannuelles
Rumex a feuilles obtuses <5cm Toute ’année Septembre | > 10 ans 1000 a 10000
(Rumex obtusifolius) avec pic au a
Rumex crépu <5cm {)’rlntemps eta Novembre > 10 ans 1000 a 10 000
. automne
(Rumex crispus)
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1.1.2 Leur assemblage en communauté

Plusieurs plantes adventices de la méme espéce forment une population (Begon et Townsend,
2020). L’assemblage de populations vivant dans un méme espace et au méme moment forme
une communauté adventice (Begon et Townsend, 2020). Selon leurs caractéristiques
biologiques, les adventices peuvent composer une communauté en franchissant trois processus
d’assemblages, ou filtres selon Keddy (1992), qui interagissent entre eux : un filtre de
dispersion, un filtre biotique et un filtre abiotique (Fig. 3).
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Figure 3. Processus d’assemblage des adventices en communauté d’aprés Fried (2019).
Les populations d’adventices (Symbolisées par différents figurés) présentes au niveau régional
doivent passer les filtres biotique, abiotique et de dispersion pour faire partie de la
communauté adventice d’une parcelle.

Par exemple, une adventice présente au niveau régional ne sera pas observée dans la
communauté si sa semence n’est pas dispersée sur la parcelle, ce qui va dépendre des
caractéristiques biologiques de cette semence (e.g. taille, poids) et de la présence ou non d’un
agent de transport de la semence (e.g. animal [facteur biotique], vent ou eau [facteurs
abiotiques]). Aussi, une semence ayant éte dispersee sur une parcelle pourra ne pas étre
observée dans la communauté adventice si les conditions abiotiques (e.g. température,
humidité, type de sol) ne sont pas favorables a sa germination/croissance et/ou si les conditions
biotiques (e.g. prédation des semences, compétition avec d’autres plantes) empéchent sa
présence.
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Les opérations agricoles exercées chaque année sur les parcelles, qui dépendent généralement
des pratiques agricoles des agriculteurs (e.g. agriculture biologique, de conservation des sols,
raisonnée, conventionnelle), affectent les communautés adventices en modifiant les filtres
d’assemblage. Par exemples, 1’apport fréquent d’engrais azotés modifie les relations de
compétition entre plantes présentes sur la parcelle en favorisant les espéces adventices
nitrophiles (i.e. des espéces favorisées dans les milieux riches en azote et potentiellement tres
compétitives) (Fried et al., 2009a) ou le choix de cultiver que des cultures d’hiver semées a
I’automne favorise des especes adventices a germination automnale (Fried et al., 2008).

1.1.3 Services et disservices associés aux adventices

Majoritairement considérées comme nuisibles en raison des impacts négatifs observés sur la
production agricole (Oerke, 2006), les adventices peuvent aussi apporter des services aux
écosystémes. Les services écosystémiques sont définis par le Millennium-Ecosystem-
Assessment (2005) comme étant les avantages que les humains peuvent tirer des écosystéemes
pour leur bien-étre. Ainsi, dans les agroécosystemes, les adventices peuvent contribuer par
exemple aux services de pollinisation et de controle biologique, en attirant des organismes
pollinisateurs (Bretagnolle et Gaba, 2015) et prédateurs de semences (Sarabi, 2019),
respectivement.

A T’inverse, les disservices écosystémiques sont des fonctions ou propriétés des écosystémes
percues négativement pour le bien-étre des humains (Lyytimaki et Sipild, 2009). Pour les
adventices, trois types de nuisibilités (ou disservices) ont été définies par Caussanel (1989).
La nuisibilité primaire directe (Fig. 4), lorsque les adventices réduisent le développement et la
croissance d’une culture par compétition pour les ressources (i.e. lumiére, eau, nutriments) (van
Heemst, 1985; Zimdahl, 2004) ou en libérant des composés chimiques dans 1’environnement
(i.e. allélopathie) (Rice, 1984). La nuisibilité primaire indirecte (Fig. 4), lorsque les adventices
impactent I’état sanitaire des cultures en constituant un réservoir pour d’autres bioagresseurs
des cultures (e.g. insectes, agents phytopathogenes) (Gutteridge et al., 2005 ; Smith et al., 2018),
en génant physiquement la récolte (Méziere et al., 2015) ou encore en contaminant la récolte
par des fragments de plantes ou semences d’adventices (Walsh et al., 2013). Enfin, la nuisibilité
secondaire (Fig. 4), lorsque les adventices impactent les cultures d’une parcelle ou de
I’exploitation en atteignant 1’étape de production de semences dans leur cycle de vie et
réalimentant le stock semencier de la parcelle ou elles se trouvent et/ou celui des parcelles
avoisinantes.

La compétition pour les ressources est identifiée comme un mécanisme majeur de nuisibilité
des adventices sur les cultures (Zimdahl, 2004). La simplification des pratiques agricoles avec
le retour fréquent des mémes cultures dans la rotation, le travail du travail du sol récurrent et
I’utilisation de produits phytopharmaceutiques et engrais de synthése (i.e. piliers de
I’agriculture dite conventionnelle) a favorisé la présence d’adventices tres adaptées aux
conditions dans lesquelles les cultures sont cultivées et potentiellement trés compétitives.
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Figure 4. Nuisibilités des adventices dans les agroécosystémes d’aprés Cordeau et al. (2018a).
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1.2 VERS UNE GESTION AGROECOLOGIQUE DES ADVENTICES

1.2.1 La nécessité de réduire ’utilisation d’herbicides

Les herbicides perturbent ou inhibent des mécanismes biologiques essentiels a la vie des
adventices (e.g. photosynthese, synthése de lipides ou d’acides aminés), entrainant souvent leur
mort. lls sont une solution efficace, peu cotteuse et simple d’utilisation pour désherber les
parcelles cultivées. En revanche, I'utilisation répétée d’herbicides depuis des décennies a
contaminé chaque compartiment de I’environnement (i.e. 1’eau, les sols et I’air) (Leenhardt et
al., 2023) et cette contamination a des impacts négatifs sur les organismes vivant dans ces
milieux (Relyea, 2005 ; Suzawa et Ingraham, 2008). Aussi, les herbicides sont un des facteurs
d’augmentation de la prévalence de certaines maladies humaines (e.g. cancers, Parkinson)
(Kogevinas et al., 1997 ; McCormack et al., 2002 ; Guyton et al., 2015). En raison des multiples
impacts négatifs engendrés par I’utilisation d’herbicides (Fig. 5), le nombre de substances
actives herbicides disponibles sur le marché européen ne cesse d’étre réduit depuis 2003
(Chauvel et al., 2012 ; Chauvel et al., 2022). Cette réduction du nombre de substances actives
disponibles sur le marché conduit a 1’utilisation répétée de substances herbicides ayant les
mémes modes d’action et par conséquent les risques d’augmenter le nombre d’individus
résistants aux herbicides dans les parcelles (Chauvel et al., 2012).
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Figure 5. Impacts négatifs liés a 1’utilisation d’herbicides en grandes cultures.

Aujourd’hui en Europe, le retrait potentiel du glyphosate du marché pose question
agronomiquement car cette substance active est le seul herbicide total (i.e. qui élimine toutes
les adventices) encore disponible pour maitriser des adventices résistantes a d’autres herbicides
(Chauvel et al., 2022). Le glyphosate représente 33 % des herbicides vendus en Europe et est
largement utilisé en grandes cultures pour contréler les adventices en période d’interculture
(i.e. apreés récolte d’une culture et avant semis de la suivante) (Antier et al., 2020a).
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1.2.2 De la gestion intégrée a la gestion agroécologique des adventices

Pour réduire les impacts négatifs liés a 1’utilisation d’herbicides, I’amélioration de leur
efficience et leur substitution (e.g. désherbage mécanique) ont été les premiéres stratégies
développées dans la grille de stratégies ESR (Efficience, Substitution, Reconception), proposee
par Hill et MacRae (1995) pour le développement d’une agriculture durable. Cependant,
ces techniques de désherbage, bien qu’optimisées, ne peuvent satisfaire 1’objectif de gestion
agroécologique des adventices. La gestion agroécologique des adventices mise sur la
biodiversité pour minimiser les impacts négatifs des adventices sur la production agricole
tout en maximisant les services qui leurs sont associés et en réduisant le recours aux
herbicides. Ainsi, ce mode de gestion nécessite une reconception des systéemes de culture pour
favoriser les régulations biologiques (MacLaren et al., 2020), i.e. les interactions biologiques
dans I’agroécosystéme favorisant la régulation des bioagresseurs (Sagorin et al., 2018).
La gestion agroécologique des adventices integre le concept de gestion intégrée des adventices
qui lui précede et qui consiste a utiliser et combiner plusieurs leviers de gestion des adventices
alternatifs aux herbicides pour minimiser les impacts négatifs des adventices sur les cultures et
réduire I’utilisation d’herbicides (Liebman et Gallandt, 1997 ; Munier-Jolain, 2018). Plusieurs
leviers de gestion intégrée des adventices, intervenant a différentes étapes du cycle de vie des
adventices ont éte identifiés dans la littérature scientifique (Riemens et al., 2022). Ils sont
classés en trois catégories selon Attoumani-Ronceux et al. (2011) : leviers de prévention,
d’évitement et d’atténuation (Fig. 6).
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Figure 6. Exemples de leviers de gestion intégrée des adventices.
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Les ont pour objectif de réduire le stock semencier des parcelles
cultivées. Diversifier des rotations culturales et travailler le sol (e.g. labour, faux-semis) sont
des leviers majeurs de prévention des adventices (Fig. 6). Cultiver différentes espéeces permet
de diversifier les opérations culturales associées a ces différentes cultures et donc ne plus
favoriser des adventices bien adaptées a une culture en particulier (Weisberger et al., 2019).
Le labour (i.e. retournement de terre) peut enfouir des semences adventices a des profondeurs
ou elles ne peuvent plus germer et lever mais aussi favoriser de nouvelles germinations en
faisant remonter d’autres semences vers la surface. La technique de faux-semis permet de placer
les semences d’adventices dans des conditions optimales de germination par un travail du sol
superficiel (i.e. préparation du lit de semences) et de les détruire une fois germées par un second
travail du sol superficiel (De Cauwer et al., 2019). Cette opération peut étre répétée plusieurs

fois pour réduire au maximum la présence d’adventices avant semis d’une culture.

Les leviers d’évitement consistent a empécher les adventices de germer avant ou en méme
temps que la culture, pour réduire la compétition vis-a-vis de cette derniére (Swanton et al.,
2015). Décaler les dates de semis des cultures ou couvrir le sol avec un mulch sont des moyens
d’éviter les germinations/levées d’adventices en culture (Fig. 6). Les adventices ayant pour la
plupart des périodes de germination préférentielle, décaler la date de semis de la culture avant
ou apres cette période pourrait donner un avantage compétitif a la culture (Lutman et al., 2013).
En revanche, selon I'étude de Rasmussen (2004), si retarder la date de semis d’une culture pour
faire du faux-semis avant permet de réduire les adventices, cela n’améliore pas la productivité
de la culture, voire peut la réduire. Enfin, la présence d’un couvert a la surface du sol (mort ou
vivant) peut réduire les germinations d’adventices (Cordeau et al., 2015 ; Ficks et al., 2022).

Pour finir, les leviers d’atténuation visent a réduire la compétition entre culture et adventices.
Pour cela, I’agriculteur peut utiliser des especes ou variétés cultivees compétitives, associer des
cultures, augmenter leurs densités de semis ou encore piloter les ressources (e.g. fertilisation,
irrigation) (Fig. 6). La méta-analyse de Gu et al. (2021) révéle que la biomasse adventice peut
étre réduite jusqu’a 58% dans une association de cultures par rapport a une culture seule et que
la compétitivité de 1’association vis-a-vis des adventices augmente avec la densité de semis.
Associer des especes cultivées occupant des niches écologiques distinctes permet de réduire la
compétition entre cultures en captant un maximum de ressources au détriment des adventices
(Finnetal., 2013). Le niveau de ressources étant un déterminant de la compétition entre culture
et adventices, apporter les ressources nécessaires a la culture au moment ou elle en a besoin
permettrait de limiter 1’acceés aux ressources aux adventices (MacLaren et al., 2020 ; Riemens
et al., 2022), sans compromettre la productivité de la culture (Diacono et al., 2013).

1.2.3 Des difficultés a la mise en ceuvre d’une gestion agroécologique des adventices

Tous les leviers de gestion intégrée des adventices montrent des efficacités variables, en lien
avec la diversité de réponses des adventices selon les contextes et années de production.
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Cette variabilité augmente le risque de pertes de production pour les agriculteurs et limite par
conséquent I’utilisation des leviers de gestion intégrée des adventices (Lutman et al., 2013).

Selon la récente Expertise Scientifique Collective (ESCo) menée par INRAE (Tibi et al., 2022),
augmenter la diversité végeétale dans les agroécosystemes favorise les régulations biologiques
des bioagresseurs, notamment les adventices. Pour assurer une gestion agroécologique des

adventices, leviers de gestion intégrée des adventices et leviers basés sur la biodiversité doivent
étre combineés (Fig. 7).
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Figure 7. Composantes et interactions entre composantes d’un systéme de gestion
agroécologique des adventices d’apres Petit et al. (2018).

Deux leviers de gestion des adventices basés sur la biodiversité (losanges verts :
diversification végétale intra-parcellaire a gauche et biocontréle a droite) se superposent aux
leviers de gestion intégrée des adventices (IWM practices) et tous affectent négativement les
adventices. Les fleches noires et vertes sont documentées dans la littérature scientifique et les

fleches grises pas documentées. En encadré rouge figure le chemin étudie dans la thése.

La gestion agroécologique des adventices sera probablement une solution durable pour réguler
les adventices sans compromettre la production agricole, tout en réduisant 1’utilisation
d’herbicides (Adeux et al., 2019). Cependant, ce mode de gestion des adventices integre une
vision a long terme en raison du temps, potentiellement long, nécessaire a la diversification
végétale des agroécosystemes et la mise en place des régulations biologiques. Cette vision long
terme n’est pas compatible avec celle des agriculteurs qui pour nombre d’entre eux doivent
produire une année donnée pour avoir des revenus et vivre. Pour favoriser 1’adoption d’une
gestion agroécologique des adventices par les agriculteurs, davantage de recherches sont
nécessaires pour évaluer la capacité de différents leviers de diversification végétale seuls et en
interaction a réguler les adventices, a court et long terme et dans des contextes de production
variés au plus proche de ceux des agriculteurs (MacLaren et al., 2020 ; Riemens et al., 2022).
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2 LES COUVERTS D’INTERCULTURE COMME LEVIER DE GESTION
AGROECOLOGIQUE DES ADVENTICES EN GRANDES CULTURES ?

2.1 LESCOUVERTSD’INTERCULTURE
2.1.1 Définition

Les couverts d’interculture font partie des plantes de service : I’ensemble des plantes cultivées
pour améliorer les fonctions de 1’agroécosystéme sans vocation premiére a étre récoltées ou
paturées (Jouhet et al., 2022). Un couvert d’interculture peut étre composé de plantes semées
en interculture ou de repousses de la culture précédente, qui croissent pendant la période
d’interculture, i.e. entre deux cultures de rente (Fig. 8). Les plantes de couvert d’interculture
sont généralement semées apres la récolte de la culture précédente et détruites avant le semis
de la suivante mais peuvent aussi étre cultivées en relais : semées avant récolte de la culture
précédente (ce qui permet de profiter de I’humidité de la culture pour des couverts d’interculture
semes en été) et/ou détruites aprés semis de la culture suivante (Fig. 8). Principalement
implantés en été dans les régions au climat tempéré, les couverts d’interculture peuvent étre
cultivés sur des périodes d’interculture courtes, i.e. avant semis d’une culture d’hiver a
I’automne, ou longues, i.e. avant semis d’une culture de printemps a la sortie de 1’hiver (Fig. 8)
ou d’une culture d’été au printemps. Avant le semis de la culture suivante, les couverts
d’intercuture peuvent étre détruits et laissés a la suface du sol sous forme de mulch ou
incorporés dans le sol avec un travail du sol (Fig. 8).
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Figure 8. Différents mode d’insertion des couverts d’interculture dans une succession de
cultures d’hiver et de printemps d’aprés Petit et al. (2018).
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2.1.2 Services et disservices associés aux couverts d’interculture

De nombreuses études, ainsi que des revues (Snapp et al., 2005 ; Blanco-Canqui et al., 2015) et
analyses quantitatives (Daryanto et al., 2018 ; Shackelford et al., 2019) de la littérature
scientifique, ont identifié des services écosystémiques liés a [I’utilisation de couverts
d’interculture (Fig. 9). Celles-ci montrent généralement que les couverts d’interculture
réduisent 1’érosion des sols (Blanco-Canqui et al., 2015 ; Daryanto et al., 2018), améliorent la
structure du sol par leurs racines (Jabro et al., 2021), stockent du carbone (Poeplau et Don,
2015 ; Pellerin et al., 2020) et reduisent la lixiviation des nitrates (Nouri et al., 2022 ; Thapa et
al., 2018a). Les couverts d’interculture sont aussi associés a une amélioration de la fertilité du
sol grace a la capture et restitution des nutriments (Daryanto et al., 2018) et la favorisation de
micro-organismes du sol bénéfiques (e.g. champignons mycorhiziens) (Somenahally et al.,
2018 ; Kim et al., 2020). Enfin, les couverts d’interculture peuvent parfois fournir de 1’azote a
la culture suivante (Marcillo et Miguez, 2017), sont source de biodiversité et un refuge pour des
auxiliaires des cultures (e.g. attraction de pollinisateurs et prédateurs de semences) (Mallinger
et al., 2019 ; Inveninato Carmona et al., 2021) ou encore participent a la régulation biologique
des adventices (Petit et al., 2018 ; Fernando et Shrestha, 2023).
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Figure 9. Exemples de services écosystémiques fournis par les couverts d’interculture.

Cependant, la fourniture de ces services n’est pas assurée par le simple fait de cultiver des
couverts d’interculture mais dépend de multiples facteurs en interaction tels que le choix des
especes de couvert selon leurs caractéristiques biologiques et leur production de biomasse et le
contexte de production des agriculteurs (e.g. pédoclimat, flore, pratiques agricoles)
(Lamichhane et Alletto, 2022). Ainsi, des études ont montré que les couverts d’interculture ne
fournissaient pas toujours les services attendus et pouvaient méme étre a I’origine de disservices
selon les espéces choisies pour composer les couverts et les contextes de production.
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Selon leur famille botanique et leurs caractéristiques biologiques, les plantes utilisées pour
composer les couverts d’interculture assurent différentes fonctions et sont associées a différents
services ou disservices écosystémiques (Fig. 10). Les cruciféres (Brassicaceae) et graminées
(Poaceae) possedent généralement des systémes racinaires denses et profonds (Kristensen et
Thorup-Kristensen, 2004 ; Chen et Weil, 2010), leur permettant de capter les éléments nutritifs
dans de grands volumes de sol. Ces especes sont notamment associées aux services de
structuration du sol et de réduction de la lixiviation des nitrates (Nouri et al., 2022) ou encore
de régulation biologique des adventices par la compétition qu’elles occasionnent vis-a-vis des
ressources (Kruidhof et al., 2008 ; Baraibar et al., 2018a). Cependant, ces espéces peuvent avoir
des effets indésirables sur la productivité de la culture suivante en immobilisant de 1’azote pour
la mineéralisation de leurs résidus (Wells et al., 2013), en libérant des substances allélopathiques
(Jabran et al., 2015) ou encore en attirant des bioagresseurs des cultures comme des
champignons phytopathogenes (Bakker et al., 2016). Les légumineuses (Fabaceae), capables
de fixer 1’azote atmosphérique en symbiose avec une bactérie du sol (Mazzoncini et al., 2011)
sont souvent associées au service de fourniture d’azote a la culture suivante (Marcillo et
Miguez, 2017). Cela est d’autant plus vrai que la quantité d’eau dans le sol n’est pas limitante
(Garba et al., 2022), que la quantité d’azote apportée par fertilisation minérale dans la culture
suivante est faible (Miguez et Bollero, 2005 ; Bourgeois et al., 2022) et que le sol n’est pas
travaillé (Marcillo et Miguez, 2017).
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Figure 10. Potentiels services et disservices écosystémiques associés aux plantes de couverts
d’interculture selon leur famille botanique.

Plus geénéralement, les couverts d’interculture peuvent devenir adventices dans la culture
suivante s’ils sont mal détruits (Keene et al., 2017), ces adventices pouvant potentiellement
bénéficier de la fourniture d’azote par les Iégumineuses si elles ne sont pas gérées avant semis
de la culture suivante. Enfin, dans des climats ou la disponibilité en eau est faible, 1’utilisation
des couverts d’interculture peut avoir des effets négatifs sur la levée de la culture suivante,
impactant sa productivité (Garba et al., 2022).
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Des recherches récentes montrent qu’associer des plantes aux caractéristiques fonctionnelles
variées fournit de multiples services écosystémiques tout en réduisant les disservices associés
aux especes cultivees seules (Finney et al., 2017). Selon la revue de Florence et McGuire
(2020), une association d’au moins trois especes de couvert d’interculture fournit des services
de fagon équivalente a ce que peut fournir 1’espéce la plus performante de 1’association dans
88 % des cas. Cependant, davantage de recherches sont nécessaires pour identifier les mélanges
d’espéces les plus intéressants au regard des services attendus dans différents contextes de
production (Chapagain et al., 2020 ; Lavergne et al., 2021 ; Lamichhane et Alletto, 2022).

2.1.3 Utilisation par les agriculteurs

L’utilisation de couverts d’interculture n’est pas une pratique courante en grandes cultures mais
elle s’amplifie depuis le début du XXI° siecle (CTIC, 2020 ; Wallander et al., 2021 ; Ballot et
al., 2022). Cette augmentation est majoritairement due aux obligations ou incitations politiques
et financieres, elles-mémes poussées par la nécessité d’augmenter la durabilité de I’agriculture.
En France par exemple, la surface couverte en interculture a augmenté jusqu’a 45 % de la
surface totale en grandes cultures en 2017 (Fig. 11). Une augmentation favorisée par les
obligations de la Directive Nitrates, visant a réduire la lixiviation des nitrates en interculture, et
le verdissement de la PAC notamment (Kathage et al., 2022). Entre 2001 et 2017, la couverture
des sols a alors augmenté pour les périodes d’interculture longue mais pas pour les périodes
d’interculture courte (Fig. 11). Aussi, sur la majorité de la surface couverte en interculture en
2017 étaient observées des repousses de culture (25 %) et pas des couverts d’interculture semés
pour I’interculture (20 %).
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Figure 11. Evolution des modes de gestion de 1’interculture en France de 2001 a 2017 d’aprés
Ballot et al. (2022).
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Des études sur les freins a 1’utilisation des couverts d’interculture aux Etats-Unis et en Europe
pointent des contraintes a la fois agronomiques et organisationnelles (Roesch-McNally et al.,
2018 ; Van Eerd et al., 2023). Intégrer des couverts d’interculture dans les successions
culturales nécessite des changements de pratiques, des investissements financiers (e.g. achat de
semences et de matériel) et de temps de travail (e.g. semis, destruction) qui représentent
potentiellement un risque de pertes de temps et d’argent pour les agriculteurs si les couverts ne
fournissent pas les services attendus. Des incitations politiques et financiéres ou une
amélioration de D’apprentissage par les pairs permettraient de lever certaines barricres a
I’utilisation des couverts d’interculture. Toutefois, certaines formes d’agricultures
agroécologiques, i.e. misant sur les fonctionnalités offertes par les agroécosystemes pour la
production agricole, utilisent les couverts d’interculture pour certains services. C’est le cas par
exemple de 1’agriculture biologique, i.e. qui se passe de produits phytopharmaceutiques et
engrais de synthése et utilise les couverts d’interculture principalement pour améliorer la
fertilité du sol (Wayman et al., 2017), et de I’agriculture de conservation des sols, i.e. qui mise
sur un faible travail du sol, une couverture quasi-permanente des sols et une diversification des
cultures (FAO, 2023) et qui utilise les couverts d’interculture notamment pour structurer le sol
et améliorer sa fertilité (Soane et al., 2012 ; Giller et al., 2015). En revanche, 1’agriculture
biologique et celle de conservation des sols sont encore tres dépendantes du travail du sol et des
herbicides (notamment le glyphosate), respectivement, pour contréler les adventices dans leurs
systemes. Pour réduire le recours au désherbage mécanique et/ou chimique en grandes cultures,
davantage de recherches sur I’intérét des couverts d’interculture pour la régulation biologique
des adventices doivent étre menées.
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2.2. LAREGULATION BIOLOGIQUE DES ADVENTICES PAR LES COUVERTS
D’INTERCULTURE

2.2.1 L’intérét des scientifiques pour le sujet

L’intérét des scientifiques pour les couverts d’interculture et la régulation biologique des
adventices évolue a la hausse depuis la fin du XX® siecle (Fig. 12).
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Figure 12. Evolution du nombre d’articles scientifiques et revues de la littérature traitant & la
fois de la régulation biologique, des adventices et des couverts d’interculture au regard de
I’intérét porté a la publication (i.e. nombre total d’articles et revues disponible chaque année,
toutes disciplines confondues) entre 1987 et 2022.

Cette évolution n’est pas sans lien avec le développement du concept de gestion intégrée puis
agroécologique des adventices. Selon I’ESCo de Tibi et al. (2022), les couverts d’interculture
pourraient &tre un outil de diversification végétale prometteur pour réguler biologiquement les
adventices. Des méta-analyses récentes montrent que globalement les couverts d’interculture
répriment les adventices en interculture (Osipitan et al., 2019) et dans la culture suivante
(Osipitan et al., 2018). Des études sur le sujet ont d’ailleurs permis d’identifier les mécanismes
a Dlorigine de la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture
(section 2.2.2). En revanche, ’efficacité de la régulation biologique des adventices par les
couverts d’interculture est variable et incertaine en fonction notamment des especes choisies
pour composer les couverts et du contexte de production des agriculteurs (e.g. pédoclimat, flore,
pratiques agricoles) (Nichols et al., 2020b ; Fernando et Shrestha, 2023). De plus, des études
sur la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture a plus long terme que
la culture suivante sont rares. Pourtant, étudier les effets a long terme des couverts d’interculture
sur les adventices est essentiel, les effets a court terme pouvant étre masqués par la grande
quantité de semences adventices présentes dans le sol. Davantage de recherches sont alors
nécessaires pour identifier les déterminants de la régulation biologique des adventices par
les couverts d’interculture et quantifier leurs effets dans differents contextes de
production et a I’échelle des systémes de culture.
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2.2.2 Connaissances sur les mécanismes de la régulation biologique des adventices par
les couverts d’interculture

2.2.2.1 Lacompétition pour les ressources

La compétition pour les ressources (Fig. 13) est considérée comme le mécanisme prépondérant
de la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture et est par consequent
le mécanisme le plus étudié (Moreau et al., 2022 ; Fernando et Shrestha, 2023). La lumiere est
une ressource essentielle pour la photosynthése, i.e. le mécanisme par lequel les plantes
synthétisent les glucides nécessaires a leur croissance. L’azote minéral est un élément essentiel
a la synthése d’acides aminés et de protéines. Enfin, I’eau est essentielle pour la
germination/levée des plantes, la photosynthése et 1’absorption des nutriments (e.g. azote) dans
le sol. Sur une parcelle agricole, les plantes cultivées (e.g. couverts d’interculture ou cultures)
sont en compétition avec les adventices lorsqu’elles ont besoin d’une ressource, disponible en
quantité limitée (Clements et al., 1929), en méme temps et dans un méme espace (Silvertown,
2004 ; Garnier et Navas, 2012). La compétition pour la lumiere prédomine souvent sur la
compeétition pour les ressources du sol dans des systemes misant sur les engrais de synthese et
I’irrigation. En revanche, dans des systémes économes en intrants, la compétition pour I’cau et
I’azote pourrait s’avérer d’autant plus importante que la compétition pour la lumiére.

A I’implantation des couverts d’interculture en été dans les régions au climat tempére, le
rayonnement lumineux est maximal. Cependant, la disponibilité en eau et en azote peut étre
limitée, notamment lorsque la fertilisation azotée de la culture précédente a €té bien pilotée et
en contexte de réchauffement climatique (IPCC, 2023). Un faible niveau de ressources en eau
et en azote dans le sol au semis des couverts d’interculture limite potentiellement leur croissance
(Tribouillois et al., 2016) et par conséquent leur compétitivite vis-a-vis des adventices.

Dans la culture suivante, souvent implantée au printemps ou a 1’été aprés une interculture
longue, les couverts d’interculture détruits et laissés a la surface du sol sous forme de mulch
peuvent reduire les germinations et levées d’adventices en modifiant I’humidité a la surface du
sol et limitant leur acces a la lumiére (Teasdale et Mohler, 2000). Selon leur composition et le
contexte pédoclimatique des parcelles, les résidus de couverts d’interculture a la surface du sol
peuvent aussi modifier la disponibilité des ressources en eau et en azote dans la culture suivante
(Unger et Vigil, 1998 ; Moller et al., 2008 ; White et al., 2017), impactant potentiellement la
compétition entre culture et adventices (Mirsky et al., 2013), et modifiant la productivité et la
qualité de la culture (Marcillo et Miguez, 2017). Récemment, McKenzie-Gopsill et Farooque
(2023) ont montré que les résidus de couverts d’interculture pouvaient affecter les adventices
de la culture suivante via le niveau de ressources du sol méme lorsque les couverts étaient
détruits et incorporés dans le sol par un travail du sol.

A plus long terme, les couverts d’interculture intégrés dans une rotation culturale peuvent
affecter la disponibilité en ressources du sol (Basche et al., 2016). Cependant, les impacts sur
la compétition entre culture et adventices pour ces ressources n’ont jamais été étudiés.
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Figure 13. Mécanismes de régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture identifiés en interculture et dans la culture
suivante.
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L’objectif en interculture et en culture est de donner I’avantage compétitif aux plantes cultivées,
au détriment des adventices. 1l faudra alors veiller a ce que les plantes cultivées levent en
premier pour prendre cet avantage sur les adventices (Thomas et Archambeaud, 2013).
L’intensité de la compétition entre plantes dépendra ensuite de la nature, la diversité et la
disponibilité des ressources (Bleasdale, 1960), des besoins des plantes (Lemaire et al., 2007),
de leur capacité a prélever les ressources (Hodge et al., 2009) et a s’adapter & une limitation des
ressources (Perthame et al., 2022), complexifiant le pilotage de la compétition entre plantes.

2.2.2.2 Autres mécanismes

D’autres mécanismes peuvent contribuer a la régulation biologique des adventices par les
couverts d’interculture (Fig. 13). Cependant, ces mécanismes peuvent parfois étre difficiles a
décorréler entre eux et de la compétition.

En interculture, des recherches ont montré que certaines especes de couvert pouvaient modifier
la croissance d’une adventice par allélopathie (Rice, 1984) et que cela jouerait un role dans la
régulation biologique des adventices (Jabran et al., 2015). Cependant, il est difficile de
décorréler compétition et allélopathie au champ (Mahé et al., 2022). Les couverts d’interculture
peuvent aussi modifier le microclimat a la surface du sol en changeant la température, la lumiere
et I’humidité, conditions influencant la germination et I’émergence des adventices.
Ainsi, Cordeau et al. (2015) ont montré une réduction de 9,5 % du taux moyen d’émergence
d’adventices dans un couvert d’interculture par rapport a un témoin sans couvert.
Plus indirectement, les couverts d’interculture peuvent servir d’habitat pour des insectes
prédateurs de semences (e.g. carabes) (Blubaugh et al., 2016 ; Sarabi, 2019) et de réservoir pour
des champignons phytopathogenes, réduisant potentiellement les adventices en interculture
(Conklin et al., 2002 ; Mohler et al., 2012).

Dans la culture suivante, les couverts d’interculture peuvent libérer des substances
allélopathiques lors de leur décomposition et impacter la germination des adventices (Liebman
et Sundberg, 2006). Le mulch de couvert laissé a la surface du sol peut réduire la germination
d’espéces adventices en modifiant le microclimat a la surface du sol et/ou en empéchant des
levées d’adventices en créant une barriére physique a la surface du sol (Teasdale et Mohler,
2000). Ficks et al. (2022) ont montré que cet effet mulch était d’autant plus efficace sur les
adventices a faible poids de semence, i.e. des adventices possédant peu de réserves dans leur
semences. Les mécanismes de régulation biologique des adventices par les couverts
d’interculture dans la culture suivante étant difficiles a décorréler au champ, ils sont souvent
regroupés sous un « effet mulch » dans les études (Vincent-Caboud et al., 2019).

A plus long terme, les couverts d’interculture peuvent affecter le stock semencier des parcelles
cultivées, potentiellement via les mécanismes précédemment identifiés (Moonen et Barberi,
2004 ; Nichols et al., 2020a), mais les études sur cet aspect sont rares et montrent des effets trés
variables (Nichols et al., 2020a).
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2.2.3 Connaissances et fronts de science sur les déterminants et les effets de la
régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture

La biomasse aérienne produite par les couverts d’interculture est identifiée comme un indicateur
majeur de la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture dans les études.
En effet, la biomasse aérienne produite par une plante est la résultante de sa croissance
potentielle et des interactions ayant eu lieu entre elle et son environnement (e.g. autres plantes,
pédoclimat, pratiques agricoles) qui ont potentiellement modifié sa dynamique de croissance
(Trinder et al., 2021).

En interculture, sur 53 études menées au champ entre 1990 et 2018, la méta-analyse d’Osipitan
et al. (2019) montre une relation négative entre la biomasse aérienne produite par les couverts
d’interculture et la biomasse aérienne et la densité des adventices en interculture (Fig. 14a et
14b, respectivement). Toutefois, de la variabilité est observée entre les études.
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Figure 14. Relations entre a) la hiomasse adventice et b) la densité adventice en interculture,
en fonction de la biomasse des couverts d’interculture selon la méta-analyse d’Osipitan et al.

(2019).

Dans la culture suivante, sur 46 études menées au champ entre 1990 et 2017, la méta-analyse
d’Osipitan et al. (2018) montre globalement une légere réduction de la biomasse aérienne et de
la densité adventice sept semaines apres semis de la culture suivante mais surtout, une grande
hétérogénéite dans les études. La biomasse et la persistance des résidus de couvert d’interculture
seraient néanmoins des caractéristiques importantes pour la régulation biologique des
adventices par les couverts selon la méta-analyse.

Pour produire de la biomasse de couvert en interculture, les recherches ont tenté d’identifier les
déterminants. La composition des couverts (e.g. caractéristiques biologiques des espéces,
nombre d’especes associées), leur date et densité de semis, les caractéristiques pédoclimatiques
des parcelles ou encore la date et le mode de destruction des couverts ont été identifiés comme
déterminants potentiels de la régulation biologique des adventices par les couverts
d’interculture (Baraibar et al., 2018b ; Osipitan et al., 2019 ; Ruis et al., 2019).
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2.2.3.1 Lacomposition des couverts

Connaissances

Généralement, les graminées et cruciféres sont associées a de fortes productions de biomasse
et des ratio C/N éleves, grace a leur capacité élevée a capter les éléments nutritifs dans le sol
(Tribouillois et al., 2015), leur permettant de réguler les adventices en interculture (Kruidhof et
al., 2008 ; Smith et al., 2020) et dans la culture suivante (Kruidhof et al., 2009 ; Mischler et al.,
2010 ; Lawley et al., 2012). De nombreuses études montrent notamment que le seigle (Secale
cereale L.) produit des niveaux de biomasse €élevés et réprime efficacement les adventices en
interculture (Boyd et al., 2009 ; Finney et al., 2016 ; Baraibar et al., 2018a) et dans la culture
suivante (Ryan et al., 2011 ; Grint et al., 2022b ; Menalled et al., 2022). En revanche, les
couverts d’interculture composés uniquement de ceréales et/ou cruciféres peuvent étre a
I’origine de disservices dans la culture suivante (Fig. 15), e.g. immobilisation d’azote en raison
duratio C/N élevé, entrainant une diminution de la productivité des cultures (Wells et al., 2013).
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Figure 15. Connaissances sur la capacité des couverts d’interculture de graminées a réguler
les adventices et potentiels impacts sur la culture suivante
En vert sont représentés les services écosystémiques, en rouge les disservices potentiellement
associés a I’utilisation de couverts d’interculture composés de céréales ou cruciferes.

Les légumineuses, contrairement aux graminées et cruciferes, ont un ratio C/N faible et
fournissent rapidement de 1’azote a la culture suivante, permettant parfois d’améliorer sa
productivité (Marcillo et Miguez, 2017). En revanche, malgré la croissance rapide de certaines
especes de légumineuses (Tribouillois et al., 2015), ces-derniéres sont souvent identifiées
comme de moins bonnes compétitrices vis-a-vis des adventices que les graminées et/ou
cruciféres en interculture (Kruidhof et al., 2008 ; Hayden et al., 2012 ; Baraibar et al., 2018a)
et répriment moins les adventices dans la culture suivante en raison de la dégradation rapide de
leurs résidus (Teasdale et Mohler, 1993).

Plus généralement, les especes de couverts d’interculture doivent étre choisies pour favoriser
leur implantation et production de biomasse. Celles-ci doivent notamment étre adaptées aux
conditions séches de 1’été et a la rotation culturale en place sur la parcelle (e.g. éviter des
couverts de céréales entre deux cultures de céréales) (Thomas et Archambeaud, 2013).
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Fronts de science

Associer des légumineuses et des graminées et/ou cruciféres dans les couverts d’interculture
permettrait de réguler biologiquement les adventices sans impacter la productivité de la culture
suivante (Couédel et al., 2019). Sur 21 études menées aux Etats-Unis entre 1988 et 2015, la
méta-analyse de Thapa et al. (2018b) montre qu’un couvert d’interculture associant du seigle
et une vesce velue (Vicia villosa Roth) produit autant voire plus de biomasse que le seigle
cultivé seul et fixe autant d’azote que la vesce velue cultivée seule. L’étude de Baraibar et al.
(2018a) précise que les couverts d’interculture ne nécessitent le semis que d’une céréale
compétitive telle que le seigle pour efficacement réguler les adventices en interculture, laissant
la possibilité d’associer d’autres especes au couvert de seigle pour bénéficier d’autres services
écosystémiques. Utiliser un couvert d’interculture plurispécifique permet par ailleurs d’assurer
la levée d’au moins une espéce dans le couvert (Thomas et Archambeaud, 2013). En revanche,
Smith et al. (2020) montrent qu’il ne suffit pas d’ajouter des espéces dans un couvert
d’interculture pour améliorer la répression des adventices. Une attention particuli¢re doit étre
portée au choix des espeéces composant les couverts d’interculture, selon leurs caractéristiques
fonctionnelles, pour maximiser la régulation biologique des adventices (Finney et Kaye, 2017 ;
Blesh, 2018 ; Ranaldo et al., 2020).

Couédel et al. (2019) soulignent alors un manque de connaissances sur la capacité des couverts
d’interculture multifonctionnels a réguler les adventices et/ou améliorer la fourniture d’azote a
la culture suivante (ou au moins réduire les disservices associés aux couverts monospécifiques
de crucifeéres, e.g. immobilisation d’azote) au champ. Davantage de recherches sont nécessaires
pour identifier des compositions de couverts d’interculture optimales pour la régulation
biologique des adventices, sans compromettre la productivité des cultures suivantes
(Fig. 16), et ce dans différents contextes de production au plus proche de ceux des agriculteurs.
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Figure 16. Fronts de science sur la capacité des couverts d’interculture multifonctionnels a
réguler les adventices sans compromettre la productivité de la culture suivante.
En vert sont représentés les services écosystémiques attendus par des couverts d’interculture
multifonctionnels.
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2.2.3.2 L’implantation des couverts

Connaissances

La date et la densité de semis des couverts d’interculture sont identifiées dans quelques études
comme des déterminants de la biomasse produite par les couverts et par conséquent de la
régulation des adventices en interculture (Uchino et al., 2011 ; Baraibar et al., 2018b ; Nichols
et al., 2020b) et dans la culture suivante (Mirsky et al., 2013). Semer des couverts d’interculture
tot allonge leur période de croissance (estimée en degré-jours) et par conséquent augmente
potentiellement leur production de biomasse et la régulation biologique des adventices en
interculture (Baraibar et al., 2018b ; Nichols et al., 2020b).

La méthode de semis des couverts d’interculture est déterminante pour leur germination, cette
derniére étant favorisée par un bon contact terre-graine. Les couverts d’interculture peuvent étre
semes a la volée dans les résidus de la culture précédente, apres un travail superficiel comme le
déchaumage ou encore en semis direct (Thomas et Archambeaud, 2013). La méthode de semis
des couverts d’interculture dépend des pratiques des agriculteurs, le travail du sol étant favorisé
en agriculture biologique et le semis direct en agriculture de conservation des sols. Aprés semis,
le contact terre-graine peut étre favorisé par un roulage (Brennan et Smith, 2005).

La température et le niveau de ressource en eau a I’implantation des couverts d’interculture
déterminent leur germination (Tribouillois et al., 2016). Certaines espéces, notamment des
légumineuses, germent moins que d’autres lorsque les températures sur la parcelle sont élevées
et que le niveau de ressource en eau dans le sol est faible (Tribouillois et al., 2016). Ainsi, la
revue scientifique de Ruis et al. (2019) montre qu’une augmentation de la quantité d’eau dans
le sol au semis des couverts d’interculture augmente leur biomasse quelle que soit 1’espéce en
climat sec, et plus particulierement celle des légumineuses en climat humide. Pour bénéficier
d’un sol suffisamment humide en été pour assurer la germination et la levée des couverts, ces
derniers peuvent étre implantés dans les chaumes de la culture précédente laissés debout ou
détruits et laissés a la surface du sol sous forme de mulch, ou en période de précipitations
(Thomas et Archambeaud, 2013).

Une fois les semences de couvert d’interculture germées et levées, la croissance des plantes va
dépendre du niveau de ressource azotée dans le sol. Un niveau de ressource azotée élevé dans
le sol favorisera la croissance des especes nitrophiles (Ellenberg, 1979). Une augmentation de
la disponibilité en azote dans le sol peut favoriser la production de biomasse de céréales et
cruciferes (Mirsky et al., 2013 ; Sturm et al., 2017) mais ne réduit pas toujours les adventices
dans la culture suivante (Ryan et al., 2011 ; Mirsky et al., 2013 ; Sturm et al., 2017). A I’inverse,
une faible disponibilité en azote au semis des couverts d’interculture peut limiter la croissance
des plantes non-légumineuses et favoriser les 1égumineuses qui ont la capacité de fixer I’azote
atmosphérique lorsque sa disponibilité dans le sol est limitante (Baraibar et al., 2020).
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Fronts de science

Lorsque plusieurs espeéces composent les couverts d’interculture, la densité de semis de chaque
espece sera déterminante de la proportion de chaque espéce retrouvée dans le couvert (Murrell
et al., 2017). En revanche, il existe un manque de connaissances sur les densités de semis
optimales de chacune des especes composant les couverts d’interculture plurispécifiques et
I’arrangement de ces espéces dans 1’espace pour assurer une bonne compétition vis-a-vis des
adventices (Swanton et al., 2015). Associer des espéces de couvert aux caractéristiques
fonctionnelles variées, telles que la stratégie d’acquisition de 1’azote (Wendling et al., 2016),
permettrait de bénéficier d’une complémentarité entre especes et d’occuper un maximum de
niches écologiques, au détriment des adventices (Snapp et al., 2005). Cependant, la
complémentarité escomptée entre espéces de couverts n’est pas toujours observée (Florence et
al., 2019). Selon sa densité de semis dans le couvert d’interculture plurispécifique, une espéce
agressive comme le seigle pourra dominer les autres especes du couvert (Murrell et al., 2017).
Le contexte de production (Wendling et al., 2019) et le niveau d’azote (Baraibar et al., 2020)
au semis des couverts d’interculture sont identifiés comme des déterminants de 1’expression de
chaque espéce dans un couvert plurispécifique. Davantage de recherches sont nécessaires pour
identifier les compositions de couverts d’interculture optimales pour la régulation
biologique des adventices en fonction du niveau de ressources disponible au semis des
couverts en interculture et dans la culture suivante (Fig. 17).
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Figure 17. Fronts de science sur la capacité des couverts d’interculture plurispécifigues a
réguler biologiquement les adventices en interculture et dans la culture suivante en fonction
du niveau de ressources du sol au semis des couverts.

Aussi, identifier et quantifier I’importance des processus sous-jacents a la régulation
biologique des adventices permettrait de gérer au mieux les couverts d’interculture pour
favoriser la régulation biologique des adventices, notamment dans la culture suivante. En effet,
dans la culture suivante, les couverts d’interculture peuvent réduire directement les adventices
par effet mulch mais aussi indirectement via la compétition engendrée entre les adventices et la
culture pour les ressources du sol. Selon I’importance de chacun de ces deux processus, le choix
de la composition des couverts ou de leur méthode de destruction pourrait étre déterminant.
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2.2.3.3 La destruction des couverts

Connaissances

La destruction des couverts d’interculture doit étre efficace pour éviter les adventices dans les
cultures suivantes (Keene et al., 2017), e.g. repousses de couverts d’interculture, adventices mal
détruites, production de semences en interculture. La date et la méthode de destruction des
couverts d’interculture sont identifiés comme des déterminants de la régulation des adventices
dans la culture suivante dans certaines études (Wortman et al., 2013 ; Keene et al., 2017 ;
Antichi et al., 2022). Une destruction tardive des couverts d’interculture peut maximiser leur
biomasse (Mirsky et al., 2009), notamment si les couverts continuent de croitre aprés 1’hiver
(Baraibar et al., 2018a). En revanche, une attention doit étre portée au stade de développement
des couverts pour ne pas les laisser produire de nouvelles semences et réinfester la parcelle
(Keene et al., 2017). Le labour est un moyen de destruction efficace des couverts d’interculture
qui permet d’enfouir la végétation dans le sol (Fig. 18). En revanche, cette méthode de
destruction des couverts d’interculture peut faire remonter des semences adventices du stock
semencier et masquer les potentiels effets des couverts d’interculture sur les adventices de la
culture suivante (Wittwer et al., 2017 ; Adeux et al., 2021).
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Figure 18. La destruction des couverts d’interculture par un labour enfouit la végétation et
masque potentiellement les effets des couverts d’interculture sur les adventices de la culture
suivante.

Sans labour, la méthode de destruction des couverts d’interculture la plus efficace est
I’utilisation d’herbicides non-sélectifs comme le glyphosate ou le paraquat (Cornelius et
Bradley, 2017 ; Kumar et al., 2023). En Europe, le glyphosate est le seul herbicide non-sélectif
encore disponible sur le marché (Chauvel et al., 2022) et est trés utilisé en agriculture (Antier
et al.,, 2020a). Une interdiction de la vente de glyphosate en Europe, telle que discutée
actuellement (Chauvel et al., 2022) meénerait les agriculteurs, notamment en agriculture de
conservation des sols, dans une impasse. En conséquence, davantage de recherches doivent étre
menées pour identifier des méthodes de destruction des couverts d’interculture alternatives aux
herbicides dans les systemes sans travail du sol.
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Pour réduire I’utilisation d’herbicides et du labour, les couverts d’interculture pourraient étre
détruits par broyage, fauchage, travail du sol superficiel, roulage ou encore tout simplement le
gel. En revanche, trés peu d’études se sont intéressées a ces méthodes de destruction et leurs
effets sur les adventices de la culture suivante. L’efficacité du roulage pour la destruction des
couverts d’interculture a été¢ la méthode la plus étudiée mais montre généralement une efficacité
moindre que celle des herbicides (Wallace et al., 2017 ; Price et al., 2019 ; Alonso-Ayuso et al.,
2020 ; Antichi et al., 2022). La méta-analyse d’Osipitan et al. (2018) montre que les couverts
d’interculture réduisent les adventices dans la culture suivante a un niveau équivalent a une
interculture sans couvert désherbée par labour ou herbicides mais les couverts d’interculture
sont détruits par labour ou herbicides dans toutes les études de la méta-analyse. Davantage de
recherches sont nécessaires pour quantifier les effets de méthodes de destruction des
couverts d’interculture alternatives aux herbicides et au labour sur les adventices de la
culture suivante (Fig. 19).
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Figure 19. Fronts de science sur les effets de méthodes de destruction des couverts
d’interculture alternatives au labour et aux herbicides pour la régulation biologique des
adventices dans la culture suivante.
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3 OBJECTIFS ET QUESTIONS DE RECHERCHE

L’analyse de la littérature scientifique sur la régulation biologique des adventices par les
couverts d’interculture révéle un manque de connaissances sur les déterminants de la régulation
biologique des adventices par les couverts d’interculture et leurs effets dans des contextes de
production variés et a I’échelle des systemes de culture. Aussi, identifier et quantifier
I’importance des processus sous-jacents aux effets des couverts d’interculture sur les adventices
est nécessaire pour gérer les couverts au regard de la régulation des adventices. Dans ce
contexte, les objectifs de ma thése seront : (1) d’identifier les déterminants et quantifier les
effets de la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture en
interculture et dans deux (Chapitres 1 et 2, Fig. 20) et (2) d’identifier et
guantifier les processus sous-jacents aux effets des couverts d’interculture sur la régulation
biologique des adventices dans la culture suivante a court et long terme, e.g. effet mulch,
compétition culture-adventices pour les ressources du sol (Chapitres 3 et 4, Fig. 20).

Ma these répondra alors aux questions de recherche suivantes :

1) Quels sont les déterminants de la régulation biologique des adventices par les
couverts en interculture ?
> Chapitre 1 : il s’agira d’identifier si la composition des couverts d’interculture et le
niveau de ressources disponible dans le sol au semis des couverts (eau et azote)
déterminent seuls et/ou en interaction la régulation biologique des adventices par les
couverts en interculture et de quantifier leurs effets (Fig. 20).

2) Quels sont les déterminants de la régulation biologique des adventices par les
couverts d’interculture dans les cultures suivantes ?

> il s’agira d’identifier si la composition des couverts d’interculture, le

niveau de ressources disponible dans le sol au semis des couverts et la méthode de

destruction des couverts déterminent seuls et/ou en interaction la régulation biologique

des adventices par les couverts dans deux cultures suivantes et de quantifier leurs effets

sur les adventices et les performances (i.e. productivité et qualité) des cultures (Fig. 20).

3) Quelssont les processus sous-jacents a la régulation biologique des adventices dans
la culture suivante et quelles sont leurs importances relatives ?
> Chapitre 3 : il s’agira d’identifier et de quantifier I’importance des processus sous-
jacents a la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture dans une
culture suivante, e.g. effet mulch, fourniture d’azote (Fig. 20).

4) Quels sont les effets a long terme et médiés par le sol des couverts d’interculture
sur la compétition culture-adventices ?
- Chapitre 4: il s’agira de quantifier les effets médiés par le sol de différentes
compositions de couverts d’interculture sur la compétition ente une culture et ses
adventices, apres 10 ans d’utilisation des couverts dans une rotation culturale (Fig. 20).
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Figure 20. Schéma général de la thése : déterminants et effets de la réqulation biologique des adventices par les couverts d’interculture

a différentes échelles temporelles.

En encadré gris clair figurent les déterminants potentiels de la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture.
En encadreé gris foncé figurent les potentiels processus a 1’origine des effets des couverts d’interculture sur les adventices.
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MATERIEL ET METHODES :
DES EXPERIMENTATIONS AU CHAMP ET EN SERRE

Pour répondre aux objectifs et questions de recherche de cette these, deux expérimentations
au champ et une expérimentation en serre a partir d’une expérimentation long-terme au champ
ont été menées. Cette partie justifie les choix expérimentaux et décrit les expérimentations
utilisées et menées dans la thése. Davantage de détails sur le matériel et les méthodes des
expérimentations sont fournis dans les différents chapitres de la these (partie résultats).
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I LOCALISATION ET DATES DES EXPERIMENTATIONS

Les expérimentations menées pour cette thése ont été réalisées dans la région Bourogne en
France et dans I’Etat de Pennsylvanie aux Etats-Unis (Fig. 21).

Figure 21. Localisation des expérimentations menées dans la thése.

En rouge figurent les localisations des expérimentations en France et aux Etats-Unis.

Pour identifier les déterminants et quantifier les effets de la régulation biologique des adventices
par les couverts en interculture (Chapitre 1) et dans deux cultures suivantes (Chapitre 2), une
premiere expérimentation a €té menée au champ entre 2016 et 2019 sur deux parcelles du
Domaine expérimental d’INRAE, a 15 km au sud-est de Dijon en Bourgogne. Cette
expérimentation menée avant le début de la these, a permis de bénéficier d’un jeu de données
permettant de répondre aux deux premieres questions de recherche de la thése et de commencer
I’analyse des données des le début de la these en vue de rédiger un premier article scientifique.

Cette premiére expérimentation a soulevé une question sur I’importance de 1’effet mulch et de
la fourniture d’azote par les couverts d’interculture pour réguler les adventices de la culture
suivante. Cet aspect pas encore étudié nous a paru essentiel pour comprendre comment les
couverts d’interculture régulent les adventices. Une seconde expérimentation a alors été menée
au champ de 2021 a 2022 (pendant la these) sur trois sites en Bourogne (Fig. 21), pour identifier
et quantifier les processus a I’origine de la régulation biologique des adventices par les couverts
d’interculture dans la culture suivante (Chapitre 3).

Enfin, pour étudier les effets a long terme de la régulation biologique des adventices par les
couverts d’interculture, un aspect peu étudié, une derniére expérimentation a €t€ menée en serre
en 2022 (pendant la thése) a partir d’une expérimentation unique au champ menée depuis 2012
au Centre de recherche de Russell E. Larson en Pennsylvanie (Fig. 21). Cette expérimentation
est la premiere a identifier et quantifier les effets a long terme et médiés par le sol des couverts
d’interculture sur la compétition entre une culture et ses adventices (Chapitre 4).
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2 DESCRIPTION DES EXPERIMENTATIONS

2.1 DE NOMBREUSES COMPOSITIONS DE COUVERTS D’INTERCULTURE TESTEES

La composition des couverts d’interculture est identifiée comme un déterminant important de
leur capacité a réguler les adventices d’apres les études sur le sujet. En revanche, les
connaissances sont limitées quant au choix de la composition des couverts d’interculture
plurispécifiques pour assurer la régulation biologique des adventices en interculture et dans les
cultures suivantes. De nombreuses compositions de couverts d’interculture, variant en termes
de richesse spécifique et de diversité fonctionnelle, ont alors été testées dans nos

expérimentations (Tab. 2).

Tableau 2. Espéces choisies pour composer les couverts d’interculture des expérimentations.

Famille botanique

Espéce de couvert

Expérimentation au

champ 2016-2019

Année 1 | Année 2

Expérimentation
au champ
2021-2022

Expérimentation en serre
2022

2leg-

2leg+

8leg-

8leg+

2leg-

2leg+

8leg-

8leg+

NL L NL/L

OTC CCFPFRC

3SppN
3SppM

6Spp

Poaceae

Avena strigosa
Avena sativa
Triticosecale
Secale cereale
Sorghum bicolor
Setaria italica

x

x

x

Fabaceae

Vicia sativa

Trifolium alexandrinum
Trifolium incarnatum
Vicia faba

Pisum sativum
Crotalaria juncea
Vicia villosa

Vicia benghalensis

Brassicaceae

Brassica juncea
Brassica rapa
Raphanus sativus
Brassica napus
Sinapis alba

Others

Phacelia tanacetifolia
Guizotia abyssinica
Fagopyrum esculentum
Linum usitatissimum

X X X X

X X X X
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2.2 DIFFERENTES ECHELLES TEMPORELLES ETUDIEES

En interculture (Fig. 22), les connaissances sur la capacité de couverts d’interculture
plurispécifiques et multifonctionnels a réguler biologiquement les adventices sont limitées.
Selon le niveau de ressources disponibles dans le sol et la composition des couverts
d’interculture, ’intensité de la compétition entre plantes de couvert et adventices peut varier.
La premiére expérimentation de la thése menée au champ entre 2016 et 2019 apporte des
connaissances sur les effets de différentes compositions de couverts d’interculture sur les
adventices selon le niveau de ressources disponibles dans le sol au semis des couverts.

Dans la culture suivante (Fig. 22), la régulation biologique des adventices par les couverts
d’interculture dépend de la biomasse produite par les couverts et la persistance de leurs résidus.
Les couverts d’interculture peuvent réguler les adventices de la culture suivante par effet mulch
et via la fourniture de ressources (e.g. azote) qui impactera potentiellement la compétition entre
culture et adventices. En revanche, les connaissances sur 1’importance relative de chaque
déterminant et processus a 1’origine de la régulation biologique des adventices dans la culture
suivante sont limitées. La premiere expérimentation de la these menée au champ entre 2016 et
2019 apporte des connaissances sur I’importance de la composition des couverts d’interculture,
du niveau de ressources disponible au semis des couverts et de la méthode de destruction des
couverts seuls et en interaction dans la régulation biologique des adventices. La deuxiéme
expérimentation de la these menée au champ entre 2021 et 2022 apporte des connaissances sur
I’importance relative de 1’effet mulch et la fourniture d’azote par les couverts sur les adventices
de la culture suivante.

Dans une deuxiéme culture suivante (Fig. 22), les effets des couverts d’interculture sur les
adventices n’ont jamais ¢été étudiés. Pourtant, si les couverts d’interculture réduisent les
adventices en interculture d’automne-hiver et dans la culture de printemps/été suivante, les
adventices dans la culture de I’année suivante devraient étre réduites si aucun travail du sol
n’est effectué (pour éviter de faire remonter des adventices du stock semencier a la surface du
sol). La premiére expérimentation de la thése menée au champ entre 2016 et 2019 a observé les
effets de la composition des couverts d’interculture, du niveau de ressources disponible au
semis des couverts et de la méthode de destruction des couverts sur les adventices dans une
deuxieme culture suivante et les impacts sur les performances de cette culture.

A plus long terme (Fig. 22), la régulation biologique des adventices par les couverts est trés
peu étudiée. Quelques études se sont focalisées sur les effets des couverts d’interculture sur le
stock semencier et montrent des effets variables. Malgré les connaissances sur la capacité des
couverts d’interculture a modifier la disponibilité en ressources du sol sur le long terme, aucune
étude n’a testé leurs effets sur la compétition entre culture et adventices. L expérimentation en
serre de 2022, a partir d’une expérimentation de 10 ans intégrant différentes compositions de
couverts d’interculture dans une rotation de trois cultures, apporte des connaissances sur la
capacité des couverts a modifier la compétition entre une culture et ses adventices.

55



Culture de
Interculture  printemps ou d'été
suivante

Culture d’hiver ou  Culture d’hiver
d’été suivante suivante

Interculture Culture d'été
suivante

6 années

Expérimentation au champ
2016-2019

Expérimentation au champ
2021-2022

Expérimentation en serre
2022

Temps

Figure 22. Echelles temporelles étudiées dans la thése.

En rouge sont encadrées les échelles temporelles étudiées dans chacune des trois expérimentations de la thése.

56



2.3 DES EXPERIMENTATIONS FACTORIELLES MAXIMISANT L’OBSERVATION
D’EFFETS LIES AUX COUVERTS D’INTERCULTURE SUR LES ADVENTICES

La premiére expérimentation menée au champ entre 2016 et 2019 a été répliquee deux fois
(en 2016-2018 sur une parcelle puis 2017-2019 sur une autre). Quatre compositions de couverts
d’interculture (2leg- : 2 espéces sans légumineuses, 2leg+ : 2 espéces avec une légumineuse,
8leg- : 8 espéces sans légumineuses, 8leg+ : 8 espéces avec légumineuses, Tab. 2) et un témoin
sol nu ont été mis en place a 1’été 2016 puis 2017 (Fig. 23). Deux niveaux de fertilisation azotée
(0 et 30 kg d’azote ha') et d’irrigation (0 et 40 mm d’eau) ont été mis en place au semis des
couverts d’interculture (Fig. 23) pour mimer des niveaux de ressources du sol variables au semis
des couverts telles qu’elles pourraient exister chez les agriculteurs. Enfin, trois modalités de
destruction des couverts d’interculture (gel, roulage et herbicides) ont été mises en ceuvre avant
semis de la culture suivante (Fig. 23). Une orge de printemps a été semée apres destruction des
couverts d’interculture en 2017 et 2018, puis un lin d’hiver a été produit 1’année suivant la

récolte de I’orge de printemps en 2017-2018 et 2018-2019 (Fig. 23).

Ete Ete Ete
2016 et 2017 2017 et 2018 2018 et 2019

2leg- N x::;@x: L

2leg+

Figure 23. Dispositif expérimental de 1’expérimentation au champ de 2016-2019.

Les deux cultures suivantes ont été conduites en semis direct, sans désherbage, ni fertilisation,
ni irrigation pour maximiser les effets des couverts d’interculture sur les adventices.
Les facteurs composition des couverts d’interculture, fertilisation, irrigation et destruction des
couverts ont été croises et répétés trois fois (3 blocs) par année/parcelle d’expérimentation, pour
un total de 180 micro-parcelles étudiées chaque année.

Dans la deuxieme expérimentation menée au champ entre 2021 et 2022, trois compositions
de couverts d’interculture (NL : 2 especes non-légumineuses, L : 2 especes légumineuses et
NL/L : 4 espéces non-légumineuses et legumineuses, Tab. 2), un témoin sol nu et deux niveaux
de fertilisation azotée (0 et 50 kg d’azote hal) ont été mis en place a I’été 2021 (Fig. 24).
Les facteurs composition des couverts et fertilisation azotée ont été mis en place pour créer un
gradient de biomasse et de persistance du mulch de couvert a destruction. Les couverts
d’interculture ont été détruits par broyage et herbicides, laissés a la surface du sol sous forme

de mulch et une orge de printemps a été semée apreés destruction des couverts (Fig. 24).

Ete
2022

Temps

Figure 24. Dispositif expérimental de I’expérimentation au champ de 2021-2022.
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L’orge de printemps a été conduite en semis direct, sans désherbage, ni fertilisation, ni irrigation
pour maximiser les effets des couverts d’interculture dans la culture suivante. Les facteurs
composition des couverts et fertilisation azotée ont été croisés et répétés huit fois (2 x 4 blocs)
sur chacun des quatre sites de 1’expérimentation, pour un total de 60 micro-parcelles étudiées
par site.

Enfin, I’expérimentation en serre de 2022 a été menée a partir d’une expérimentation au
champ initiée en 2012 (Fig. 25). Cette expérimentation unique dans le monde a testé neuf
compositions de couverts d’interculture (O, T, CC, FP, FR, C, 3SppM, 3SppN et 6Spp, Tab. 2)
inclues dans une rotation de grandes cultures : blé d’hiver-mais-soja (Fig. 25). Les couverts
d’interculture ont été semés pour la quatriéme fois a 1’été 2021 et détruits par labour en 2022
avant le semis du mais (Fig. 25).

Automne-hiver Eté Automne-hiver Eté
2014-2017-2020 2012-2015-2018-2021 2013-2016-2019-2022 2014-2017-2020
! ; Sr’ c © ; ! Ly Temps
cc 3SppM
FP 3SppN

Figure 25. Dispositif expérimental de I’expérimentation au champ utilisée pour
I’expérimentation en serre de 2022.

Deux semaines apres incorporation des résidus de couverts d’interculture dans le sol par labour,
le sol a été préleve sur chaque parcelle ou étaient implantées les neuf compositions de couverts.
Ce sol a été mis en pot en serre avec un plant de mais seul ou un plant de mais avec trois plants
d’adventices (Fig. 26). Les especes adventices testées, Setaria faberi et Amaranthus hybridus,
ont été choisies en raison de leur compétitivité vis-a-vis du mais dans les parcelles cultivées de
Pennsylvanie. L expérimentation en serre a été choisie de maniére a controler des événements
aléatoires au champ (flore adventice, météo) susceptibles d’interférer dans I’analyse des effets
médiés par le sol des couverts d’interculture sur la compétition mais-adventices. Chaque
combinaison de précédent couvert et de mais seul ou avec adventices a été répété six fois dans
la serre, pour un total de 162 pots étudiés.
Mais Mais

Mais seul + +
S. faberi  A. hybridus

~

Figure 26. Dispositif expérimental de I’expérimentation en serre.
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3 DONNEES COLLECTEES

La biomasse aérienne des plantes est identifiée comme un bon indicateur de leur croissance :
elle résulte de la croissance potentielle des plantes et des interactions ayant eu lieu entre elles
et leur environnement (e.g. autres plantes, pédoclimat, pratiques agricoles) qui ont
potentiellement modifié sa dynamique de croissance (Trinder et al., 2021). Pour étudier les
relations de compétition entre plantes cultivées (couverts d’interculture et cultures) et
adventices, la biomasse aérienne des couverts d’interculture, adventices et cultures a été
mesurée dans chaque expérimentation de la thése. Les parties aériennes des plantes ont été
prélevées, séchées a 1I’étuve et leurs poids secs ont été mesurés.

L’azote est identifié comme un élément essentiel pour la croissance des plantes. Sur la parcelle
cultivée, la compétition entre plantes pour I’azote peut étre intense, surtout dans des systémes
économes en intrants. Pour quantifier la compétition entre plantes cultivées et adventices pour
cette ressource, les quantités d’azote contenues dans la biomasse aérienne des plantes et les
ratios carbone/azote (C/N) des couverts d’interculture ont été déterminés en interculture dans
I’expérimentation au champ de 2016-2019, en interculture et dans la culture suivante dans
I’expérimentation au champ de 2021-2022 et dans I’expérimentation en serre de 2022.
Les quantités d’azote ont été calculées en multipliant la biomasse aérienne des plantes par leur
concentration en azote. Les concentrations en azote et en carbone des plantes ont été mesurées
par la méthode de Dumas, apres broyage des plantes séchées.

Les rendements des cultures sont un élément déterminant du revenu des agriculteurs une année
donnée. lls ont alors été mesurés dans chacune des deux expérimentations menées au champ.

Dans ’expérimentation au champ de 2021-2022 et ’expérimentation en serre de 2022, des
mesures supplémentaires ont été effectuées pour identifier et quantifier les processus a 1’origine
de régulation biologique des adventices dans la culture suivante. Dans 1’expérimentation au
champ, les quantités d’azote minéral du sol (ions NO3") ont été mesurées et des suivis de
densité adventices ont été effectués en interculture et dans la culture suivante. Les quantités
d’azote minéral du sol (nitrates) ont été mesurées avec un Nitrachek (Challenge-Agriculture,
1999) et les densités d’adventices relevées selon la méthode de Barralis (1976). Dans
I’expérimentation en serre, les quantités totales d’azote et de carbone du sol ont été mesurées
par la méthode de Dumas.

Les prélévements de sol, de plantes ou les relevés de flore adventice réalisés dans les
expérimentations ont été effectués a des stades clés de croissance des plantes (Fig. 27),
permettant de quantifier au mieux les effets des couverts d’interculture sur les adventices en
interculture et dans les cultures suivantes.
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Figure 27. Mesures effectuées dans chague expérimentation de la thése.
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RESULTATS

Les résultats de la thése sont compilés en quatre chapitres, qui correspondent chacun a un
article scientifique publié (Chapitres 1 et 2) ou en préparation (Chapitres 3 et 4).

Les deux premiers chapitres apportent des connaissances sur les déterminants et les effets de
la régulation biologique des adventices en interculture (Chapitre 1) et dans deux cultures
suivantes ( ). Les deux derniers chapitres apportent des connaissances sur les
processus a 1’origine de la régulation biologique des adventices dans la culture suivante a
court (Chapitre 3) et long terme (Chapitre 4).

Le chapitre 1 répond a la premiere question de recherche de la these: quels sont les
déterminants de la régulation biologique des adventices par les couverts en interculture ?
Pour ce faire, les effets de différentes compositions de couvert d’interculture et du niveau de
ressources en eau et en azote disponible dans le sol au semis des couverts, seuls et en interaction,

sur la compétition entre couverts d’interculture et adventices ont été quantifiés.

Le répond a la deuxiéme question de recherche de la thése : quels sont les
de la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture dans
les ? Pour ce faire, les effets de différentes compositions de couvert

d’interculture, du niveau de ressources en eau et en azote disponible dans le sol au semis des
couverts et de différentes méthodes de destruction des couverts, seuls et en interaction, sur la
compétition entre deux cultures suivantes et leurs adventices ont été quantifiés.

Le chapitre 3 répond a la troisieme question de recherche de la thése : quels sont les processus
sous-jacents a la régulation biologique des adventices dans la culture suivante et quelles sont
leurs importances relatives ? Pour ce faire, les effets mulch et fourniture d’azote des couverts
d’interculture sur la compétition entre culture suivante et adventices ont été quantifiés.

Enfin, le chapitre 4 répond a la quatriéme question de recherche de la thése : quels sont les
effets a long terme et médiés par le sol des couverts d’interculture sur la compétition culture-
adventices ? Pour ce faire, les effets médiés par le sol (e.g. modification de la disponibilité en
ressources) des couverts d’interculture sur la compétition entre une culture et ses adventices ont
été quantifiés.

En préambule de chaque chapitre, ma contribution a la création et la transmission des
connaissances est précisée et un résumeé de I’article scientifique permettant d’extraire les
messages clés du chapitre est fourni.
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CHAPITRE 1 : IDENTIFICATION DES DETERMINANTS ET
QUANTIFICATION DES EFFETS DE LA REGULATION BIOLOGIQUE
DES ADVENTICES PAR LES COUVERTS EN INTERCULTURE

Une expérimentation a été menée au champ avant le début de ma these pour acquérir les
données utilisées dans ce chapitre. J’ai mené 1’analyse des données du chapitre et la rédaction
de ’article scientifique correspondant durant la premiére année de ma theése.

Ce chapitre a été publié¢ sous forme d’article scientifique dans la revue European Journal of
Agronomy (Rouge et al., 2022).

Contents lists available at ScienceDirect

AGRONOMY

European Journal of Agronomy “_.

%

ELSEV] ER journal homepage: www.elsevier.com/locate/eja

Weed suppression in cover crop mixtures under contrasted levels of
resource availability

Alicia Rouge »°, Guillaume Adeux®, Hugues Busset®, Rodolphe Hugard ©, Juliette Martin ©,
Annick Matejicek ®, Delphine Moreau®, Jean-Philippe Guillemin®, Stéphane Cordeau ™
* Agroecologie, INRAE, Institut Agro, Univ. Bourgogne, Univ. Bourgogne-Franche-Comie, F-21000 Dijon, France

b AgroParisTech, 75005 Paris, France
< INRAE, U2E, Unité Expérimentale du domaine d Epoisses, F-21110 Breteniere, France

Un poster scientifique de cet article (Annexe 1)
a été présenté au 19° colloque de I’European
Weed Research Society (EWRS - 2023) et au
XVlle colloque de I’European Society for
Agronomy (ESA - 2023). Ce poster a été
récompensé du 1° prix au 19° colloque de
I’European Weed Research Society.

© S. Cordeau ,
Poster présenté a ’EWRS 2023 — 1* prix.
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RESUME DE L’ARTICLE ET MESSAGES CLES DU CHAPITRE 1

Contexte

Les couverts d’interculture plurispécifiques et multifonctionnels fournissent potentiellement de
multiples services écosystémiques et leur utilisation est encouragée. Cependant, les
connaissances sur la capacit¢ de tels couverts d’interculture a réguler les adventices sont
limitées. Semés a I’¢té, les couverts réduisent les adventices en interculture principalement par
compétition pour les ressources, en particulier I’eau et I’azote du sol. En revanche, aucune étude
n’a quantifié¢ la compétition entre couverts et adventices pour I’azote en mesurant les quantités
d’azote prélevées par les plantes. Aussi, étudier la composition des communautés adventices
permettrait de mieux comprendre les interactions entre les adventices, les couverts

d’interculture et le niveau de ressources.

Question de recherche et hypothéses

Quels sont les effets des couverts sur les adventices en interculture en fonction de la
composition des couverts et du niveau de ressources du sol ?

(1) La biomasse des couverts d’interculture et des adventices dépend d’interactions entre la
composition des couverts et le niveau de ressources du sol.

(2) Une biomasse de couvert élevée réduit celle des adventices mais a faible niveau de biomasse
de couvert, la répression des adventices dépend de la composition des couverts.

(3) La composition des communautés adventices dépend de la composition des couverts et du
niveau de ressources du sol.

Matériel et méthodes

Dans la premiére expérimentation de la
thése, initiée au champ en 2016 puis 2017,
quatre compositions de couverts
d’interculture (2leg-, 2leg+, 8leg-, 8leg+,
Tab. 2) et un sol nu ont été implantés sous
deux niveaux contrastés de ressources en eau
(0 et 40 mm d’eau) et en azote (0 et 30 kg
d’azote ha?). Les effets seuls et en
interaction de la composition des couverts
d’interculture et du niveau de ressources en
eau et en azote sur la biomasse produite par
les couverts d’interculture et les adventices,
leurs quantités d’azote et la composition des
communautés adventices ont été analysés
(Fig. 28).

> Interculture >

Biomasse et quantité
d’azote couverts /
adventices

- RN
XSW‘-‘*I ’XMIJKMJ

¢ 1N i Variable
Composition des mesurée

couverts d’interculture
Facteur

expérimental

i)

Niveau de ressources
(azote et eau)

Figure 28. Effets des couverts d’interculture
sur les adventices en fonction de leur
composition et du niveau de ressources du sol.
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Résultats et discussion

Comme de nombreuses études 1’ont précédemment montré, toutes les compositions de couvert
d’interculture testées dans notre expérimentation ont réduit la biomasse des adventices en
interculture comparé au sol nu. Cependant, nos résultats montrent que la biomasse des
adventices et celle des couverts ont varié selon la composition des couverts en interaction avec
le niveau de ressources du sol, validant notre premiere hypothese. Augmenter la disponibilité
en azote du sol au semis des couverts d’interculture a augmenté la biomasse des especes de
couvert non-légumineuses mais n’a pas impacté la biomasse adventice. Une faible disponibilité
en azote du sol au semis des couverts a augmenté la biomasse des especes de couvert
légumineuses mais aussi celle des adventices. Augmenter la disponibilité en eau dans le sol au
semis des couverts n’a globalement pas modifié leur production de biomasse mais a augmenté
celle des adventices. La majorité des couverts d’interculture ont significativement réduit la
biomasse des adventices & partir de 2 t ha® de biomasse produite. En deca des 2 t ha de
biomasse de couvert, la répression des adventices était plus dépendante de la composition des
couverts, validant notre deuxiéme hypothése. Le couvert d’interculture le plus productif n’a pas
été le plus répressif vis-a-vis des adventices, ce qui suggere que la biomasse des couverts n’est
pas le seul facteur a considérer dans la régulation biologique des adventices par les couverts.
Les caractéristiques fonctionnelles des especes de couverts telles qu’une croissance rapide et
une couverture rapide du sol sont importantes a considérer. Enfin, les communautés adventices
ont été dominées par quelques especes chaque année qui ont modifié leur biomasse en fonction
de la composition des couverts et du niveau de ressources du sol, validant notre troisieme
hypothese. Nos résultats montrent que la compétition entre adventices et couverts en
interculture résulte d’interactions complexes entre les plantes présentes sur la parcelle et leur
environnement. Une attention doit étre portée au niveau de ressources du sol pour composer les
couverts d’interculture afin de réguler les adventices en interculture.

Messages clés

» Toutes les compositions de couverts ont réduit la biomasse adventice en interculture.

» Fertiliser et irriguer les couverts d’interculture n’a pas amélioré la répression des adventices.
> Un faible niveau de biomasse de couverts (2 t hal) a suffi a réduire la biomasse adventice.
> La biomasse des couverts n’explique pas a elle seule la répression des adventices en
interculture.

La régulation biologique des adventices par les couverts en interculture dépend
d’interactions complexes entre les caractéristiques fonctionnelles des especes et le niveau
de ressources de la parcelle.

Y
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ABSTRACT

Cover crop (CC) mixtures appear as a promising agroecological tool for weed management.
Although CC supress weed growth by competing for resources, their suppressive effect under
contrasting levels of soil resource availability remains poorly documented. A two field:year
experiment was conducted to investigate the weed suppressive effect of four CC mixtures.
They were composed of 2 or 8 species including or not legume species and compared to a bare
soil control. The experiment included two levels of irrigation and nitrogen fertilisation at
CC sowing. The objectives were to assess (i) weed and CC aboveground biomass response to
CC mixtures and resource availability, (ii) the weed suppressive effect of CC mixtures across a
gradient of CC biomass and (iii) weed community response to CC mixtures and resource
availability. CC and weed biomass were mainly influenced by interactions between
CC mixtures and fertilisation and between CC mixtures and irrigation, with contrasted effects
between field:years. Nitrogen fertilisation increased biomass of non-legume based CC mixtures
but this only resulted into a further reduction of weed biomass of little biological relevance.
Legume-based CC mixtures suppressed weeds to a greater extent without nitrogen fertilisation
in year 2 but not in year 1, possibly due to contrasted initial soil nitrogen availability (lower in
year 2). Weed biomass generally benefited more from irrigation than CC mixtures. Among
the 33 weed species recorded, weed communities in each plot were dominated by wheat
volunteers, Geranium dissectum, Veronica persica and Echinochloa crus-galli, whose biomass
varied depending on the interaction between year, CC mixture and resource availability.
Our results revealed that competitive outcomes between CC mixtures and weed species were
driven by a complex interaction between resource availability and species traits.
Further experiments focusing on plant traits should improve our understanding of weed:CC
competitive outcomes under various levels of resource availability.

Keywords: cover crop mixtures, weed community, biomass, competition, nitrogen, water
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1 INTRODUCTION

Weeds are a major concern in agriculture due to important potential crop yield losses (Oerke,
2006) and their management currently often relies on herbicide use. However, the over-reliance
on chemical weed control is now questioned for its impact on the environment (Kamrin, 1997),
biodiversity (McLaughlin and Mineau, 1995) and human health (Alavanja et al., 2004).
The number of active herbicide substances on the market is decreasing (Chauvel et al., 2012),
thereby increasing the probability of weed resistance through recurrent use of a reduced number
of herbicides at the crop rotation scale (Powles and Yu, 2010). Biodiversity-based options are
sought in order to diversify the selection pressures at the crop rotation scale (Petit et al., 2018).
Cover crops (CC) are plant species cultivated between two main cash crops which can provide
multiple ecosystem services (e.g. reducing soil erosion, improving soil properties or crop
yields), including weed suppression (Cordeau et al., 2015; Mirsky et al., 2011; Teasdale et al.,
2007). The weed suppressive effect of CC can be defined as the capacity of CC to reduce weed
biomass (Christensen, 1995). However, mechanisms underlying the weed suppressive effect of
CC remains unclear, especially in CC mixtures (Nichols et al., 2020a).

Farmers and extension services are promoting and implementing CC as species-diverse
mixtures (CTIC, 2017). However, the systematic review by Florence and McGuire (2020)
reported that weed suppression was not greater in CC mixtures than the most suppressive
species of the mixture (grown in monoculture) in 98% of cases. The relationship between
CC mixtures, CC biomass production and weed suppression remains unclear. On the one hand,
numerous studies have reported enhanced weed suppression through the use of key
CC functional groups producing high biomass, such as grasses and Brassicaceae (Bybee-Finley
et al., 2017; Smith et al., 2020). On the other hand, other studies have reported higher
CC biomass production when combining species with complementary traits (e.g. legumes and
non-legumes) (Suter et al., 2017), with no direct consequence on weed suppression (Ranaldo et
al., 2020). Biomass is commonly used indicator to quantify competition between CC and weeds
because it results from resource availability and competitive outcome with neighbouring plants
(ability to tolerate or suppress) (Trinder et al., 2021). Thus, most authors reporting a weed
suppressive effect of CC showed a negative relationship between CC and weed biomass (Finney
et al., 2017; Osipitan et al., 2019; Wittwer et al., 2017), probably because of a greater ability of
CC to uptake soil resources, produce biomass and shade competing weeds. Nevertheless,
arecent study from Adeux et al. (2021) showed that the relationship between weed and
CC biomass was dependent on CC species, with Brassica juncea being more weed suppressive
than Vicia villosa at low levels of CC biomass. Such results suggest that for a given level of
CC biomass, certain CC species traits (e.g. nitrogen uptake ability or early ground cover) could
provide a competitive advantage.
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CC and weed biomass depends on soil nutrient availability (Ryan et al., 2011), water
availability (Ruis et al., 2019), light availability (MacLaren et al., 2019), plant density (Bybee-
Finley et al., 2022) and plant traits such as the ability to acquire and transform these resources
into biomass (Blesh, 2018; Tribouillois et al., 2016; Tribouillois et al., 2015). Thus, competition
IS expected to be more intense when resource availability is low and when CC and weeds share
the same pool of resources in the same time and space (Garnier and Navas, 2012). Light is often
considered as the main driver of competition between crops and weeds on agricultural lands
(Perry et al., 2003). But in summer-sown CC, competition for soil resources can be as important
as competition for light because soil water and nitrogen can be scarce (Kiar et al., 2013).
Therefore, competition between CC and weeds under contrasted levels of water and nitrogen
availability needs to be explored to improve the weed suppressive effect of CC mixtures.
However, we found no study which explored nitrogen competition between weeds and
CC mixtures by quantifying plant nitrogen uptake.

Focusing on weed community composition could shed light on specific interactions between
weed species, CC mixtures and/or resource availability (Navas, 2012; Smith and Gross, 2007).
Weed community composition, diversity and abundance are mainly driven by the expression
of the weed seed bank (Smith et al., 2015), but could be influenced directly by soil nitrogen
availability or indirectly by variations in CC nitrogen acquisition (Pysek and Leps, 1991). Smith
et al. (2015) reported a general negative relationship between CC biomass and weed species
richness across all CC species, but lacked to identify a filtering effect of certain CC mixtures
on specific weed species. However, this study only tested CC monocultures and one CC mixture
composed of five species. Testing a greater diversity of CC mixtures under contrasted levels of
water and nitrogen availability could help to further investigate the filtering effect of CC
mixtures on weed communities.

The objective of this study was to investigate the weed suppressive effect of summer-sown
CC mixtures during the fallow period, under contrasted levels of soil water and nitrogen
availability. To our knowledge, our study is the first to manipulate contrasted levels of soil
resource availability (nitrogen, water) and CC mixtures and investigate their effect on (i) weed
and CC aboveground biomass, (ii) the relationship between the latter and (iii) weed community
composition. We hypothesised that (1) weed and CC biomass depend on interactions between
CC mixture and resource availability, (2) higher CC biomass generally ensures higher weed
suppression but that some CC mixtures are more weed suppressive than others at low levels of
CC biomass, and (3) weeds show species-specific response to contrasted levels of CC mixtures
and resource availability. The present study is based on a factorial experiment repeated on two
field:years, which compared four CC mixtures to a bare soil control, under different levels of
nitrogen and water availability. A total of 360 weed and CC biomass samples and their nitrogen
guantities were analysed.
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2 MATERIAL AND METHODS
2.1 Site characteristics

The experiment was replicated on two field:years (one field in 2016 and another in 2017, further
denoted year 1 and year 2, respectively) at the INRAE experimental site in Breteniere
(47°14°11.2” N, 5°05” 56.1” E), 15 km south-east of Dijon, France. Both fields were
characterised by a clay (40%) - silt (50%) soil texture and a calcareous bedrock. The site is
subject to a semi-continental climate, characterised by mean annual precipitation of 765 mm
and an average daily temperature of 10.5°C, with strong variations between winter and summer.
Average daily temperature and daily rainfall over the course of the two years can be found in
Supp. Fig. 1.1. The environmental conditions were quite similar in both years with an average
of 25 mm of rainfall around CC sowing and moderate temperatures in summer. A winter wheat
crop preceded CC sowing in both field:years. Straw were exported and stubble was superficially
tilled after winter wheat harvest. Unfortunately, post-harvest soil inorganic nitrogen was not
measured at the field but rather estimated for each year (Supp. Table 1.1) using the nitrogen
balance method (Sainju, 2017). Residual nitrogen was higher in year 1 (~74 kg N ha!) than in
year 2 (~0 kg N hal), mostly due to a combination of high mineral nitrogen fertilisation and
low winter wheat uptake in year 1.

2.2  Experimental set-up

Four CC mixtures (2leg-: 2 CC species without legumes, 2leg+: 2 CC species with legume,
8leg-: 8 CC species without legumes and 8leg+: 8 CC species with four legumes) including a
wide range of species commonly used by French farmers (Table 1.1, black oat, winter rye,
sorghum, foxtail millet, common vetch, berseem clover, faba bean, brown hemp, brown
mustard, field mustard, lacy phacelia, niger seed, buckwheat, linseed) were compared to a bare
soil control. CC were sown in summer (August 10th and July 28th year 1 and 2, respectively)
at their recommended pure stand seeding rate divided by the number of species in the mixture
and majored by 15% (Table 1.1).

CC mixtures were created to occupy distinct spaces along a species richness and biomass
productivity gradient, determined by their ability to respond to resource availability. Poaceae
and Brassicaceae species were expected to quickly pre-empt nitrogen and produce high
biomass while Fabaceae species could avoid nitrogen competition through dinitrogen fixation.
Moreover, CC species were likely to differ in their root and aerial architecture, thereby
modifying competition for light and/or soil resources. CC mixtures were composed of two or
8 species, as two is the minimum to obtain a mixture and because 8 represents the end of the
species richness gradient commonly used by farmers in CC mixtures. Further increasing
CC species richness would have either induced functional redundancy or the inclusion of less
relevant species. Two levels of irrigation (O mm or 40 mm) and nitrogen fertilisation (ON: 0 kg
N ha* or 30N: 30 kg N ha of ammonium nitrate 33.5%) were applied around CC sowing to
mimic contrasted levels of soil resources.
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The experiment was set-up as a double entry split-plot in a randomised complete block design
(Supp. Fig. 1.2, n blocks = 3). Main plots were characterised by the intersection of the two
irrigation and nitrogen fertilisation strips for practical reasons. CC mixtures and bare soil
control were replicated 3 times within each main plot due to a forthcoming CC termination
factor (not studied here). As a result, each combination of CC mixture (N=5), nitrogen level
(N=2) and irrigation level (N=2) was replicated 9 times, resulting in a total of 180 plots (10 m?
each). Since weeds are known to be patchily distributed within a field (Hughes, 1990), fourweed
species (Echinochloa crus-galli, Veronica persica, Geranium dissectum, Chenopodium album)
with contrasted functional attributes (e.g. height, leaf area) were sown at 60 seeds m= per
species across all plots at CC sowing to homogenise weed pressure within each experiment.

Table 1.1. Cover crop (CC) species and seeding rates, used in 2 or 8 CC species mixtures
including (leg+) or not (leg-) legumes in year 1 (2016) and 2 (2017).

Seeding rates were computed as number of seeds m = [seeding rate in pure stand / number of
species in the mixture * (1000/Thousand-seed weight)] majored by 15%. Winter grasses in year
1 were replaced by summer grasses in year 2 to avoid grass volunteers in the subsequent cereal
crop.

Seeding rate Recommended Thousand-
(number of seeds m?) seeding rate in seed weight
pure stand (g 1000

(gm?d)i seeds™)

Botanical CC species
family (latin name) Year 1 Year 2

2leg- 2leg+ 8leg- 8leg+ 2leg- 2leg+ 8leg- 8leg+

Poaceae Black oat 68 17 2 16.9
(Avena strigosa)
Winter rye cv. Multicaule  5g¢ 71 71 8 16.1
(Secale cereale)
Sorghum
(Sorghum bicolor) 33 8 15 263
Foxtail millet cv. Early bird 351 83 88 25 41
(Setaria italica)

Fabaceae =~ Common vetch cv. Nacre 43 1 43 1 4 54
(Vicia sativa)
Berseem clover cv. Tabor 90 90 25 4
(Trifolium alexandrinum)
Faba bean cv. Irena
(Vicia faba) 3 3 10 490
Brown hemp 14 14 35 36.8
(Crotalaria juncea)

Brassicaceae Brown mustard cv. Vitamine 25 25 25 25 05 2.9
(Brassica juncea)
Field mustard cv. Chicon 45 45 45 45 1 3.2
(Brassica rapa)

Others Lacy phacelia 288 72 288 72 1 2
(Phacelia tanacetifolia)
Niger seed cv. Regyne 42 42 42 42 1 34
(Guizotia abyssinica)
Buckwheat cv. Harpe 292 292 3 20
(Fagopyrum esculentum)
Linseed cv. Omegalin 38 38 ) 75

(Linum usitatissimum)

1 (Thomas and Archambeaud, 2016)
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2.3  Biomass sampling and nitrogen quantity

CC (all species combined) and weed (per species) aboveground biomass were sampled 90 days
after CC sowing in each experiment, in all 180 plots, in one 1 m2 and two 0.25 m2 quadrats per
plot in year 1 and 2, respectively. This type of sampling was chosen because competition occurs
in a close environment and two quadrats were used year 2 to improve the technical feasibility
during biomass sampling. All biomass samples were oven dried at 80°C for 72 hours and
weighed.

In order to partition nitrogen uptake between CC and weeds, plant nitrogen was quantified.
The nitrogen concentration (g N / g aboveground biomass) in CC (all species summed) and
weed (per species) was measured using the Dumas method (ThermoScientific™ FLASH 2000
CHNS/O Analyzer). The two quadrats were summed in year 2 so as to quantify one value of
nitrogen concentration per plot for both CC (all species summed) and weeds (per species).
The quantity of nitrogen in plants (g N m™) was calculated by multiplying the nitrogen
concentration (g N / g biomass) by biomass (g m™) at the plot:year scale.

The two CC and weed biomass samples per plot in year 2 were averaged at the plot level to
avoid an additional hierarchical level (pseudo-replication) and obtain a balanced design
between years. Weed biomass and nitrogen quantity per species were summed at the plot level
to obtain total weed biomass and total weed nitrogen quantity.

2.4 Nitrogen nutrition index

The nitrogen nutrition index (NNI) of CC mixtures was calculated at the plot:year scale to
quantify their nitrogen status, following Eq. 1 provided by Lemaire and Gastal (1997):

NN] = %Nrr:]easured (Eq. l)
%NC

where, %Nmeasured (9 N / g biomass) is the nitrogen concentration measured at the plot:year scale
in CC mixtures (all species summed) and %N (g N / g biomass) is computed as Eq. 2:

%N, = 5.1* (DM)%** (Eq. 2) where, DM is the total (CC mixture+weeds) biomass (t hal).

This equation shows the critical nitrogen dilution curve (i.e. relationship between nitrogen and
biomass accumulation at optimal canopy nutrition). Initially developed for monospecies
canopies (Lemaire and Gastal, 1997), it was adapted to multispecies canopies (Louarn et al.,
2021). The parameters of Eq. 2 are valid for legume as well as non-legume C3 plants (Munier-
Jolain et al., 2010), i.e. the vast majority of CC and weed species in the experiment.

When NNI = 1, nitrogen nutrition is considered optimal, while NNI > 1 and < 1 indicate excess
and deficient nitrogen nutrition, respectively. In our study, a NNI < 1 would indicate nitrogen
deficiency in CC mixtures, either as a result of below optimal initial soil nitrogen availability
or as a result of nitrogen uptake from weeds. To investigate whether fertilisation enhanced the
weed suppressive effect of CC mixtures through enhanced nitrogen nutrition, NNI of
CC mixtures were compared between fertilised and non-fertilised plots.
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2.5  Statistical analysis

Statistical analysis were performed with the R software version 4.0.2 (R Core Team 2020).
CC and weed biomass, nitrogen quantities and CC NNI were analysed at the plot scale
(i.e. average of the two pseudo replicates for year 2) with tweedie generalised mixed effect
models using a log link function, available in the R package giImmTMB (Brooks et al., 2017).
All response variables were modelled as a function of year (as factor, confounded with field),
CC mixture, fertilisation (as factor), irrigation (as factor) and all possible interactions between
these four factors. Bare soil controls were removed from the analysis when focusing only on
CC mixtures (i.e. CC biomass and nitrogen quantity, and CC NNI). To identify whether the
relationship between CC and weed biomass was dependent on CC mixtures, weed biomass was
also modelled as a function of year, CC mixture, CC biomass and all possible interactions
between the three latter.

For all six models an a priori set of five plausible random effect structures were defined and
compared using Akaike’s Information Criterion (AIC), in order to best capture the structure of
the experimental design (Supp. Table 1.2). The model with the lowest AIC was retained for
analysis. The absence of confounding factors with the non-randomised nitrogen strip was
confirmed through an investigation of within-field yield variability of the preceding winter
wheat crop and soil resistivity (Supp. Fig. 1.3). The split-split-plot model with irrigation as
main plot factor, fertilisation as subplot factor and CC mixture completely randomised within
was retained for the analysis of CC NNI, weed biomass, weed nitrogen quantity and the
relationship between weed and CC biomass, while a spatial exponential model was chosen to
analyse CC biomass and CC nitrogen quantity. Significance of effects was determined through
Type 111 Wald Chi-Square tests using the function Anova of the R package car (Fox et al.,
2020). Contrasts were adjusted using the R package emmeans (Lenth, 2021).

Partial Redundancy Analysis (i.e. pPRDA) was performed at the plot scale (i.e. average of the
two pseudo replicates for year 2) for each experiment so as to investigate individual weed
species response to experimental factors, after the removal of block effect, using the rda
function of the R package vegan (Oksanen et al., 2020). The choice of a linear method was
confirmed by assessing the length of the first axis of a detrented correspondence analysis
(<3 SD unit). The response matrix consisted of 144 row (one for each plot sown with a
CC mixture) and 19 (one for each weed species observed in year 1) or 20 columns (year 2).
Weed species biomass were In-transformed to reduce the influence of dominants.
Significance of effects were determined through restricted permutation tests (n=999) taking into
account blocks and main plots (combinations of irrigation and fertilisation), using
the R function permute of R package permute (Simpson, 2019). Significant effects were
graphically represented using the CANOCO Software.
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Table 1.2. ANOVA table (type Il Wald Chi-Square tests) highlighting the effect of year (as factor), fertilisation (N), irrigation (irr), cover crop

mixture (CCm), and all possible interactions between these four factors on cover crop biomass, cover crop nitrogen uptake, cover crop nitrogen

nutrition index (NNI), weed biomass and weed nitrogen uptake.

Results were obtained with generalised mixed effect models using a tweedie distribution and a log link.
Significant p-values at p < 0.05 are highlighted in bold.

Cover crop Weeds
Biomass N quantity NNI Biomass N quantity

Factors 5 5 3 3 3

X df  p-value X df p-value x- df p-value X df p-value x- df  p-value
year 0.12 1 0.72 774 1 Se-03 8.09 1 4e-03 105 1 <2e16 230 1  <2e-16
N 121 1 <2e-16 644 1 le-15 1.1 1 9e-04 1.72 1 0.19 1.37 1 0.24
irr 370 1 0.05 0.00 1 0.95 0.60 1 0.44 749 1 <216 5541 le-13
CCm 265 3 <2e-16 145 3 <2e-16 389 3 <2e-16 2281 4 <2e-16 2412 4  <2e-16
year:N 1.69 1 0.19 10.6 1 1e-03 16.1 1 6e-05 237 1 le-06 6.79 1 0.01
year:irr 023 1 0.63 021 1 0.65 0.12 1 0.73 397 1 0.05 0.86 1 0.35
N:irr 031 1 0.58 259 1 0.11 6.69 1 0.01 0.64 1 0.42 1.29 1 0.26
year:CCm 293 3 2e-06 106 3 <2e16 122 3 <2e-16 180 4 <2e16 297 4  <2e-16
N:CCm 31,6 3 6e-07 36.8 3 Se-08 19.6 3 2e-04 31.1 4 3e-06 272 4 2e-05
irr:CCm 157 3 1e-03 931 3 0.03 3.07 3 0.38 293 4 7e-06 404 4 4e-08
year:N:irr 3.72 1 0.05 0.06 1 0.81 237 1 0.12 0.11 1 0.74 024 1 0.62
year:N:CCm 114 3 0.01 181 3 4e-04 159 3 le-03 19.7 4 6¢e-04 10.1 4 0.04
year:irr:CCm 106 3 0.01 292 3 0.40 045 3 0.93 16.6 4 2e-03 17.4 4 1e-03
N:irr:CCm 634 3 0.10 3.66 3 0.30 4.61 3 0.20 592 4 0.21 1.38 4 0.85
year:N:irr:CCm 347 3 0.32 238 3 0.50 3.50 3 0.32 3.01 4 0.56 1.07 4 0.90
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3 RESULTS

3.1  Cover crop biomass, nitrogen quantity and nitrogen nutrition index

CC biomass was driven by the interactions between year, fertilisation and CC mixture and
between year, irrigation and CC mixture (Table 1.2). Across all other factors, CC biomass was
greatest in 2leg-, intermediate in 8leg- and 8leg+ and lowest in 2leg+ (Fig. 1.1a).
All CC mixtures (except 2leg+ in year 2) responded significantly and positively to nitrogen
fertilisation (+80 to 121 g DM m?), but to a lower extent for 2leg+ in year 1 (+42 g DM m™)
and 8leg+ in year 2 (+32 g DM m) (Fig. 1.2a). Only 8leg+ in year 2 responded significantly
and positively (+61 g DM m™) to irrigation while biomass of other CC mixtures remained
unchanged (Supp. Fig. 1.4a).

CC nitrogen quantity was driven by the interaction between year, fertilisation and CC mixture
(Table 1.2). All CC mixtures (except legume-based CC in year 2) showed a significant increase
in nitrogen quantity (+0.95 to 1.93 g N m) with nitrogen fertilisation (Supp. Fig. 5a),
potentially corresponding to one to two-thirds of the 30 kg N ha™* (= 3 g N m) supplied by
fertilisation at CC sowing. Nitrogen nutrition was suboptimal for all CC mixtures (NNI<1) each
year of the experiment (Fig. 1.3). NNI of CC mixtures was driven by the interaction between
year, fertilisation and CC mixture (Table 1.2). All NNI values of CC were higher with nitrogen
fertilisation in year 1, except 8leg+ (Fig. 1.3). In year 2, nitrogen fertilisation increased NNI of
non-legume-based CC mixtures (not significantly for 8leg-) whereas NNI of legume-based
CC mixtures decreased (Fig. 1.3).
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Figure 1.1. Effect of cover crop mixtures on a) cover crop (CC) biomass (g of dry matter
(DM)/m?, N=288) and b) weed biomass (N=360).

Data from year 1 and 2 were pooled. Boxplots sharing the same letter are not significantly
different at p < 0.05. bare: bare soil control; 2leg-: 2 CC species without legumes; 8leg-:
8 CC species without legumes; 2leg+: 2 CC species with legumes; 8leg+: 8 CC species with
legumes.
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Figure 1.2. Effect of nitrogen fertilisation rate on a) cover crop (CC) biomass (g of dry matter
(DM)/m?, N=288) and b) weed biomass (N=360) for each combination of CC mixture and year.
Comparisons are made between ON to 30N for each combination of CC mixture and year,
boxplots sharing the same letter are not significantly different at p < 0.05. ON: no nitrogen
fertilisation, 30N: 30 kg N ha'* of ammonium nitrate at CC/weeds sowing; bare: bare soil
control; 2leg-: 2 CC species without legumes; 8leg-: 8 CC species without legumes; 2leg+:

2 CC species with legumes; 8leg+: 8 CC species with legumes.
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Figure 1.3. Effect of nitrogen fertilisation rate on cover crop (CC) nitrogen nutrition index
(NN, unitless) (N=288) for each combination of CC mixture and year.
Comparisons are made from ON to 30N for each combination of CC mixture and year,
boxplots sharing the same letter are not significantly different at p < 0.05. ON: no nitrogen
fertilisation, 30N: 30kg N ha of ammonium nitrate at CC/weeds sowing; 2leg-: 2 CC species
without legumes; 8leg-: 8 CC species without legumes; 2leg+: 2 CC species with legumes;
8leg+: 8 CC species with legumes.
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3.2  Weed biomass, nitrogen quantity and community composition

Weed biomass was driven by the interactions between year, fertilisation and CC mixture and
between year, irrigation and CC mixture (Table 1.2). Across all other factors, 2leg+ reduced
weed biomass by 68% (-130 g DM m2) whereas all other CC mixtures reduced weed biomass
by 90 to 94% (-170 to -180 g DM m), with respect to the bare soil control (Fig. 1.1b).
Weed biomass was generally unaffected or slightly reduced (-5 and -7 g DM m for 8leg- and
8leg+, respectively, in year 1) with nitrogen fertilisation for all CC mixtures (Fig. 1.2b).
The only exception was for legume-based CC mixtures in year 2 where weed biomass increased
with nitrogen fertilisation (+12 and 34 g DM m?2 for 8leg+ and 2leg+, respectively).
Irrigation increased weed biomass in 6 out of 8 CC mixtures:year combinations (+7 to 30 g
DM m?) (Supp. Fig. 1.4b).

Weed nitrogen quantity was driven by the interaction between year, fertilisation and CC mixture
(Table 1.2). Nitrogen fertilisation increased weed biomass in two combinations of
CC mixture:year out of eight (+0.17 and 0.75 g N m for 2leg+ in year 1 and 2, respectively),
decreased weed biomass in one (-0.03 g N mfor 8leg- in year 1) and had no effect for the five
others (Supp. Fig. 1.5b).

Among the 33 weed species recorded, total weed biomass was dominated by wheat volunteers
(61 and 12% in year 1 and 2, respectively) and two of the sown weed species each year,
i.e. Geranium dissectum and Veronica persica in year 1 (21 and 9%, respectively) and
Geranium dissectum and Echinochloa crus-galli in year 2 (64 and 10%, respectively).
Wheat volunteers were homogeneous among plots whereas the two sown weed species varied
across CC mixtures and resource availability each year. Multivariate analysis showed that
irrigation increased biomass of Geranium dissectum and Veronica persica in year 1, especially
in 2leg- and 2leg+ (Supp. Fig. 1.6a). Irrigation and nitrogen fertilisation increased biomass of
Geranium dissectum and Echinochloa crus-galli in year 2, especially in 2leg+ and 8leg+ (Supp.
Fig. 1.6b).

3.3 Weed - cover crop biomass relationship

Weed biomass was driven by year, CC biomass, CC mixture and all possible interactions
between these three latter (Table 1.3). The relationship between weed and CC biomass was
negative in all CC mixtures in year 1 but only in 8leg+ in year 2 (Fig. 1.4). Increasing CC
biomass from 100 to 400 g DM m had little effect on weed biomass in all CC mixtures (-10 to
-15 g DM m?), except for 2leg+ in year 1 (-45 g DM m) and 8leg+ in year 2 (-33 g DM m™?).
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Table 1.3. ANOVA table (type 11l Wald Chi-Square tests) highlighting the effect of year
(as factor), cover crop mixture (CCm), cover crop biomass (CC biomass) and all possible
interactions between these three factors on weed biomass.

Results were obtained with generalised mixed effect models using a tweedie distribution and a
log link. Significant p-values at p < 0.05 are highlighted in bold.

Variables Weed biomass

v df p-value
year 38.9 1 Se-10
CCm 135 3 <2e-16
CC_biomass 50.1 1 le-12
year:CCm 37.0 3 Se-08
year:CC_biomass 27.4 1 2e-07
CCm:CC_biomass 15.9 3 le-03
year:CCm:CC biomass 13.5 3 4e-03
Year 1 Year 2
150 4 = A
"‘ Y
s
— 'Y
f% » Fertilisation
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S, 1007 . 4 i gzn
o A
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2 = 2leg-
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Cover crop mixture biomass (g DM/m?)
Figure 1.4. Interaction between cover crop (CC) mixture biomass (g of dry matter (DM)/m?)
and CC mixture identity on weed biomass in year 1 and 2.

Effect of nitrogen fertilisation was partially redundant with cover crop mixture biomass so
nitrogen fertilisation levels were simply distinguished graphically. Predictions were based on
generalised linear mixed model considering random effect (Supp. Table 2). The regression
lines show an average value (i.e. population level slope). Slopes sharing the same letter are
not significantly different at p < 0.05. Slopes significantly different from zero are indicated
with an asterisk. ON: no fertilisation; 30N: 30kg N ha* of ammonium nitrate at CC/weeds
sowing; 2leg-: 2 CC species without legumes; 8leg-: 8 CC species without legumes; 2leg+:
2 CC species with legumes; 8leg+: 8 CC species with legumes.
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4 DiIsCusSION

4.1 Increasing resource availability does not ensure a higher weed suppressive effect
of cover crop mixtures

Our study confirmed that CC could suppress weed biomass, with respect to the bare soil control,
as previously reported in numerous studies (Adeux et al., 2021; Baraibar et al., 2018a; Florence
and McGuire, 2020; Teasdale et al., 2007). However, CC biomass was highly variable
depending on CC mixture and resource availability, and weed biomass mainly varied depending
on CC mixture, which partly validates our first hypothesis of an interaction effect between
CC mixture and resource availability on CC and weed biomass. Weed suppression was higher
in the 8-species non-legume based CC mixtures although the 2-species non-legume based
CC mixtures produced the highest CC biomass, suggesting that CC biomass alone does not
fully explain weed suppression. In both years, when nitrogen fertilisation increased biomass of
CC mixtures, no repercussions on weed biomass of biological relevance were observed.
In contrast, irrigation increased weed biomass whereas biomass of CC mixtures remained
stable. Besides, in 5 out of 8 CC mixture:year combinations, the relationship between weed and
CC biomass was negative as previously observed many times (Finney et al., 2017; Osipitan et
al., 2019; Wittwer et al., 2017), but the major part of weed suppression was done at low levels
of CC biomass (< 200 g DM m). In the other 3 out of 8 CC mixture:year combinations,
no relationship between weed and CC biomass was found, suggesting that nitrogen fertilisation
did not hastened CC canopy close, which did not limited weed growth. The interaction between
CC mixture and CC biomass partly confirmed our second hypothesis that a higher CC biomass
generally ensure higher weed suppression but that some CC mixtures are more weed
suppressive than others at low CC biomass levels. All these observations suggest that
CC biomass is not the only factor of weed suppression contrary to conclusions of many studies
(Bybee-Finley et al., 2017; Florence and McGuire, 2020; MacLaren et al., 2019; Mirsky et al.,
2013).

4.2  Trait complementarity within cover crop mixtures

Our results showed that weed suppression was mainly driven by CC mixtures and to a less
extent by its interaction with nitrogen fertilisation. In our study, non-legume based CC mixtures
were mainly composed of Poaceae, Brassicaceae and/or other species (e.g. lacy phacelia) that
generally produce high biomass through high nitrogen uptake (Tribouillois et al., 2015).
However, these CC mixtures were nitrogen deficient in both years of the experiment (NNI<1),
despite the high level of soil mineral nitrogen estimated after wheat harvest in year 1.
Such discrepancies could arise from either the loss of a part of soil mineral nitrogen between
wheat harvest and CC sowing (e.g. through nitrate leaching), or a limitation in nitrogen
absorption by plants due to water stress. Nitrogen fertilisation increased biomass, nitrogen
quantity and nitrogen nutrition level in non-legume based CC mixtures but did not lead to
reduced weed biomass or weed nitrogen uptake. It suggests that competition for nitrogen was
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not the major driver of weed biomass. Rather, we hypothesise that light was the limiting factor
for weed growth in non-legume based CC mixtures. Higher weed suppression in 8-species non-
legume based CC mixtures than in 2-species non-legume based CC mixtures (in both years)
could be related to trait complementarity between CC species (e.g. early growth rate, leaf area
establishment, root architecture), leading to a more efficient use of light (Ranaldo et al., 2020),
and a suppressive effect of weeds of short stature (Cressman et al., 2011). Tribouillois et al.
(2015) showed that the species composing the 8-species CC mixtures, such as buckwheat, niger
or brassica species, had a higher potential growth rate than phacelia or the Poaceae species
(either winter or summer species) composing the 2-species CC mixtures, thereby supporting
our hypothesis of greater weed suppression through a more efficient use of light in highly
diversified CC mixtures (Suter et al., 2017).

The effect of nitrogen fertilisation on weed suppression by legume-based CC mixtures (either
2- or 8-species) was inconsistent across the two field:years (i.e. experiments). Nitrogen
fertilisation had no (or slightly positive) effect on the weed suppressive effect of legume-based
CC mixtures in year 1 (i.e. when soil mineral nitrogen at crop harvest was estimated high),
whereas it reduced their weed suppressive effect in year 2 (i.e. when soil mineral nitrogen at
crop harvest was estimated low). Legume species are favoured in nitrogen-poor environment
due to their ability to symbiotically fix atmospheric dinitrogen (Clark et al., 2007), and
disfavoured in nitrogen-rich environment because of their low initial growth (Mdller et al.,
2008; Voisin et al., 2002). Hence, the differences in weed suppression between fertilised and
non-fertilised plots of legume-based CC mixture could be related to a modification of the
relative contribution of each CC species present in the mixture. We hypothesise that the
estimated high level of available soil nitrogen in year 1 at crop harvest did not promote the
competitive ability of legumes (Andersen et al., 2005), while non-legumes were favoured in the
mixtures (albeit at a reduced density than if legumes were not present), resulting in a similar
weed suppressive effect of legume-based CC than of non-legume based CC mixtures during
that year. Under limited soil nitrogen availability (i.e. soil mineral nitrogen was estimated low
in year 2), fertilisation probably favoured the growth of non-legume species while limited the
growth of the legumes in the legume-based CC mixture, resulting in stable CC biomass across
both fertilised and non-fertilised plots (i.e. only a change in the relative composition).
In addition, non-legume species used to exhibit a lower nitrogen rate (%) in their biomass than
legume species (Guinet et al., 2020). Thus, the reduction of legume biomass relatively to the
increase of non-legume biomass (i.e. change in the relative composition of the biomass),
combined with the lower nitrogen rate of non-legume species compared to legume species,
decreased the N percent in the total biomass, decreasing NNI. Weed suppression was then
enhanced in non-fertilised plots through a direct effect of lower soil nitrogen availability and a
better complementarity between legume and non-legume CC species to outcompete weeds for
light and nitrogen (Ranaldo et al., 2020; Suter et al., 2017).
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Finally, weed biomass depended also on water availability because weed biomass increased
with irrigation whereas CC biomass did not (except in one combination of year:CC mixture out
of 8). We hypothesise that weed germination/emergence and early growth was enhanced by
irrigation (Evans and Etherington, 1990), resulting in higher weed biomass at sampling. Indeed,
weed seed imbibition is related to seed traits (Gardarin et al., 2011) such as seed weight, with
smaller seeds at a competitive advantage on the soil surface because of improved seed:soil
contact. Hence, the legume species in CC mixtures could have showed greater sensitivity to
water availability than the Poaceae and Brassicaceae species we selected because of their large
seeds (Tribouillois et al., 2016). In addition, weed seeds were placed in ideal position to
germinate, i.e. superficially incorporated in the soil (Cordeau et al., 2015), since they were sown
with CC seeds to ensure within plot homogeneity of their distribution. Differences in base water
potential for germination between weeds (Guillemin et al., 2013) and CC species (Tribouillois
et al., 2016) could explain the positive effect of irrigation on weeds and the absence on
CC species. Even if weed:CC competition is intense after canopy closure, it could be
determined at early stage by the relative growth differences (Cordeau et al., 2015), particularly
when soil water availability varies (Cordeau et al., 2018b).

4.3  Influence of cover crop mixtures and soil resources on individual weed species
biomass

Weed biomass was mostly represented by two annual and sown species each year,
(i.e. Geranium dissectum and Veronica persica in year 1 and Geranium dissectum and
Echinochloa crus-galli in year 2), although homogeneous wheat volunteers across plot:years.
Individual weed species did not respond to the same manner across year, reflected by the
interaction between CC mixture and resource availability, confirming our third hypothesis of a
CC mixture and resource availability effect on the biomass of some weed species (Barberi and
Mazzoncini, 2001; Smith et al., 2015). Irrigation increased biomass of Geranium dissectum and
Veronica persica in year 1 probably because of increased weed seed germination (Cordeau et
al., 2018b) and absence of CC response. Nitrogen fertilisation increased biomass of Geranium
dissectum and Echinochloa crus-galli in year 2, especially in legume-based CC mixtures
because of a lower competitive ability of legume-based CC mixtures at higher levels of soil
nitrogen (Ellenberg, 1979; Moreau et al., 2014). Such results revealed that competitive
outcomes between CC mixtures and weed species were driven by a complex interaction
between resource availability and species traits. Thus, we assume that the selection of
CC mixtures to control specific weed species seems difficultly practicable due to the interaction
between resource availability and species traits, which govern competitive outcomes (Funk and
Wolf, 2016; Goldberg, 1990).
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4.4  Practical avenues for improving weed suppression by cover crops

In our experiment, all CC mixtures significantly reduced weed biomass, with respect to the bare
soil control, and most of this reduction was done at low levels of CC biomass (< 200 g DM m™?2).
From a practical point of view, it is difficult to forecast CC biomass in a given year and pedo-
climatic context because it will depend on the choice of CC species, sowing date/rate (Mirsky
et al., 2017), resource availability, and in the case of CC mixtures, on the relative seeding rate
between species (Bybee-Finley et al., 2022), which will affect intra- and interspecific
competition. Moreover, we argue that identifying a CC biomass threshold, above which the
weed suppression objective is reached, is of little relevance. Firstly, weed suppression is never
complete and thus the relative risk of residual community will be a matter of farmer perception
(Wilson et al., 2009) and relative to the forthcoming management practices such as
CC termination or tillage practices associated to the subsequent cash crop (Adeux et al., 2021).
Unfortunately, little is known about weed phenology in CC mixtures and further investigation
on weed communities in subsequent crops remains primordial. Secondly and most importantly,
biomass production (whether weed or CC) is a matter of resource availability and relative
uptake ability, illustrated by the fact that our threshold of 2 t ha™* (= 200 g DM m) is lower
than the 3 t ha! threshold often relayed by studies under temperate European climates (e.g.
Gfeller et al. (2018)) and clearly lower than the 8 t ha™ threshold identified as consistent across
Northeastern US (Mirsky et al., 2013). Along these lines, Bjorkman et al. (2015) identified that
weed suppression was irrespective of pure-stand mustard biomass.

High weed suppression observed at low CC biomass in our experiment could be partly
attributed to high seeding rates (+15% with respect to a pure stand and the number of species
in the mixture). Previous studies on pure stands of legumes (Mirsky et al., 2017) or grasses
(Boyd et al., 2009) or on grass-legume mixtures (Bybee-Finley et al., 2022; Uchino et al., 2011)
showed that increasing seeding rates increased CC biomass and thus, their weed suppressive
effect (at a given level of resource availability). This high suppressive effect could also be
attributed to certain species traits such as leaf area, growth rate or nitrogen acquisition rate, with
CC mixtures being more competitive at low levels of biomass due to a higher capacity to pre-
empt resources through diverse strategies (Tribouillois et al., 2015). These findings suggest that
farmers require knowledge on CC species traits (Tribouillois et al., 2016; Tribouillois et al.,
2015) to guide their selection for composing CC mixtures. The development of a decision tool
to compose CC mixtures, based on trait hierarchies between CC and weed species (e.g. base
temperature, water base potential for germination, relative growth rate, etc.) should improve the
predictability of CC:weed competitive outcomes between weeds and CC mixtures.

Temperature and water availability are major drivers of seed emergence (Baskin and Baskin,
1988), which influence CC establishment (Tribouillois et al., 2016), especially when CC are
sown in summer when temperatures are high and water availability low. We showed that
irrigation increased weed biomass but not CC biomass. In the context of restricted use of
irrigation, as is often the case in the summer, we argue that irrigation may not be a suitable lever
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to increase weed suppression. However, in some cases, irrigation could ensure the minimal CC
establishment and development required to deliver ecosystem services. Selecting CC species
tolerant to dry conditions could thus be a lever to ensure ecosystem services associated to CC,
with water limited conditions expected to become more and more frequent in the coming years
(Allen et al., 2018). In addition, broadcasting CC seeds earlier, e.g. before the preceding crop
harvest, could enhance their establishment, and procure them a competitive advantage over
weeds germinating later in the season (Baraibar et al., 2018a; Dorn et al., 2015; Osipitan et al.,
2018).

We showed that increased soil nitrogen availability increased biomass, nitrogen gquantity and
nitrogen nutrition level in CC mixtures but this did not lead to a biologically meaningful
decrease in weed biomass or weed nitrogen uptake. It suggests that CC fertilisation may not be
a suitable mean to increase weed suppression. In certain cases (e.g. legume-based CC mixtures
in year 2), nitrogen fertilisation even increased weed biomass, potentially resulting in higher
weed seed set, albeit weeds completed their life cycle. Unfortunately, weed phenology was not
recorded, and this information is currently lacking in the scientific literature.

In our study, CC biomass was not the only driver of weed suppression contrary to what is
commonly affirmed (Bybee-Finley et al., 2017; Florence and McGuire, 2020; MacLaren et al.,
2019). However, we did not relate greater weed suppression observed in 8-species non-legume
CC mixtures to a better use of water, as observed by (Nielsen et al., 2015), nor nitrogen, but to
species characteristics such as rapid growth rate (Tribouillois et al., 2015) and early soil
coverage (Brennan and Smith, 2005). When composing CC mixtures, attention should be paid
to species characteristics and their response to contrasted levels of water and nitrogen
availability.

5 CONCLUSION

The weed suppressive effect of CC was analysed during a 2-year experiment combining four
CC mixtures and a bare soil under various manipulated levels of soil resources (nitrogen and
water). Our study showed that CC biomass was not the only factor responsible for weed
suppression and that CC and weed biomass were mainly influenced by interactions between
CC mixtures and fertilisation, and between CC mixtures and irrigation. Nitrogen fertilisation
increased biomass of non-legume based CC mixtures but this only resulted into a further
reduction of weed biomass of little biological relevance. Legume-based CC mixture showed
differences in weed suppression between fertilised and non-fertilised plots when nitrogen
availability before CC sowing was estimated low, which was probably related to a modification
of the relative contribution of each CC species present in the mixture. Nitrogen fertilisation may
have favoured non-legume CC species, which in turn reduced legume growth and weed
suppression, whereas non-fertilisation of legume-based CC mixtures enhanced weed
suppression due to complementarity between non-legume and legume species. Weed biomass
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generally benefited more from irrigation than CC mixtures, which could be attributed to a
higher probability of weed seed germination. Among the 33 weed species recorded, weed
communities in each plot were dominated by homogeneous densities of wheat volunteers and
Geranium dissectum, Veronica persica and Echinochloa crus-galli, whose species biomass
varied depending on the interaction between year, CC mixture and resource availability.
Results revealed that competitive outcomes between CC mixtures and weed species were
driven by a complex interaction between resource availability and species traits. Thus, we
assume that selecting CC mixtures to reduce one problematic weed species would be difficultly
practicable, considering the interaction between the environment and species traits, which
govern competitive outcomes. The development of a CC mixture composition decision tool
based on trait hierarchies between CC and weed species (e.g. base temperature, water base
potential for germination, relative growth rate, etc.) could improve the predictability of
CC mixture:weed competitive outcomes for given levels of resource availability. Experiments
focusing on plant traits could further improve our understanding of weed:CC competitive
outcomes under various levels of resource availability.
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Supp. Fig. 1.1. Distribution of daily rainfall (mm, blue) and average daily temperatures (°C, orange) over the experiments carried out in a) year 1

and b) vear 2.
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Supp. Table 1.1. Estimation of the residual mineral soil nitrogen (kg N ha™') after winter wheat harvest, in both fields used for the experiments in

year 1 and 2, using the nitrogen balance method (Sainju, 2017).

Figures were estimated using tables established for the region of Burgundy, France (GREN, 2015). The method did not estimate potential nitrate
leaching or volatilisation between wheat harvest and cover crop sowing.

N requirement N supply
Estimated
Year Category (ngol\r; tﬁg_tl) Notes Category (Nksol\rl] tﬁg_tl) Notes fgsiijng{vest N
(kg N hat)
Crop N requirement per unit 30 Wheat variety: Rubisko N mineral fertilisation in wheat 160 Total N brought by mineral fertilisation
of grain yield (30kg N/t)
Realized grain yield 55 zvlt/ﬁg,;,%ega/zgeat yield Post-winter residual N 44 Data measured at the field
Crop N requirement per unit Data for a superficial clay limestone
Total crop N requirement 165 of grain yield * Realized N mineralised from soil humus 30 soil and residues returned to the soil
Year 1 grain yield every year
Experiment Residual N after preceding crop -10 Preceding crop: sunflower
Preceding cover crop effect 0 No cover crop before the winter wheat
Preceding meadow reversal effect 0 No meadow before the winter wheat
Absorbed N in the winter 15 Forecast estimate using tables
N brought by irrigation 0 No irrigation in wheat
Total N requirements 165 Total N supply 239 74
Crop N re:\qmrement per unit 30 Wheat variety: Rubisko N mineral fertilisation in wheat 83 Total N brought by mineral fertilisation
of grain yield (30kg N/t)
Realized grain yield 8.2 (I\/It/ﬁg;lJiLeczia/Igeat yield Post-winter residual N 98 Forecast estimate using tables
Crop N requirement per unit Data for a superficial clay limestone
Total crop N requirement 246 of grain yield * Realized N mineralised from soil humus 30 soil and residues returned to the soil
Year 2 grain yield every year
Experiment Residual N after preceding crop 10 Preceding crop: mustard
Preceding cover crop effect 0 No cover crop before the winter wheat
Preceding meadow reversal effect 0 No meadow before the winter wheat
Absorbed N in the winter 15 Forecast estimate using tables
N brought by irrigation 0 No irrigation in wheat
Total N requirements 246 Total N supply 236 0
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Supp. Fig. 1.2. Experimental design replicated in year 1 and 2 in different fields.

Double entry split-plot in a randomised complete block design (n blocks = 3). Main plots were characterised by the intersection between irrigation
(Irrigation = 40 mm and No irrigation = 0 mm) and fertilisation (Fertilisation = 30 kg N ha™* of ammonium nitrate 33.5% and No fertilisation

=0

kg N hal). Cover crop mixtures and their bare soil control were replicated 3 times within each main plot due to a forthcoming cover crop termination

factor (frost, glyphosate and rolling, not analysed in this paper), resulting in a total of 180 plots.
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Supp. Table 1.2. Comparisons of five possible random structures (described from #1 to #5) for
the six models analysing cover crop biomass, cover crop nitrogen guantity, cover crop nitrogen
nutrition index (NNI), weed biomass, weed nitrogen quantity and the relationship between
cover crop and weed biomass using Akaike’s Information Criterion (AIC).

The lowest AIC for each response variable is highlighted in bold and corresponds to the random
structure retained for the analysis.

Cover crop Weed Weed -
cover crop
Random Biomass Nitrogen NNI Biomass Nitrogen biomass
structures quantity quantity  relationship
#1 3018 781 -559 2969 -38 2159
#2 3019 781 -559 2969 -38 2163
#3 3020 783 -557 2971 -36 NA
#4 3003 775 NA 2970 NA 2164
#5 3001 777 -559 NA NA 2178

random structure #1. split-split-plot model with main factor = irrigation, subplot factor =
fertilisation and CC completely randomised with  block:irrigation:fertilisation:
(1|year:block)+(1|year:block:irrigation)+(1|year:block:irrigation:fertilisation).

random structure #2. split-split-plot model with main factor = fertilisation, subplot factor =
irrigation and CC  completely randomised with  block:irrigation:fertilisation:
(1|year:block)+(1|year:block:fertilisation)+(1|year:block:irrigation:fertilisation).

random structure #3. double entry split-plot model with both fertilisation and irrigation strips
specified, and CC completely randomised with block:irrigation:fertilisation: (1|year:block)+
(1|year:block:irrigation)+(1|year:block:fertilisation)+(1|year:block:irrigation:fertilisation).

random structure #4. spatial exponential autocorrelation structure for each experiment:
exp(pos+0|year).

random structure #5. spatial exponential autocorrelation structure for each block of each
experiment: exp(pos+0|year:block)+(1|year:block).
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Supp. Fig. 1.3. Variations of a) yield of the preceding winter wheat and b) soil resistivity of the top 50 cm soil layer in 1) year 1 and 2) year 2.
The map covers the 180 experimented plots. The electrical resistivity measurements were made with an ARP (Automatic Resistivity Profiler,

©Geocarta).
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Supp. Fig. 1.4. Effect of irrigation rate on a) cover crop (CC) biomass (N=288) and b) weed
biomass (N=360) for each combination of CC mixture and year.

Comparisons are made between Omm and 40mm for each combination of CC mixture and year,
boxplots sharing the same letter are not significantly different at p < 0.05. Omm: no irrigation,
40mm: 40mm of irrigation at CC/weeds sowing; bare: bare soil control; 2leg-: 2 CC species
without legumes; 8leg-: 8 CC species without legumes; 2leg+: 2 CC species with legumes;
8leg+: 8 CC species with legumes.
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Supp. Fig. 1.5. Effect of nitrogen fertilisation rate on a) cover crop (CC) nitrogen quantity
(N=288) and b) weed nitrogen quantity (N=360) for each combination of CC mixture and year.
Comparisons are made between ON and 30N for each combination of CC mixture and year,
boxplots sharing the same letter are not significantly different at p < 0.05. ON: no fertilisation,
30N: 30 kg N ha of ammonium nitrate at CC/weeds sowing; bare: bare soil control; 2leg-: 2
CC species without legumes; 8leg-: 8 CC species without legumes; 2leg+: 2 CC species with
legumes; 8leg+: 8 CC species with legumes.
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Supp. Fig. 1.6. Partial redundancy analyses highlighting a) the interaction between irrigation
and cover crop (CC) mixture in year 1 and b) the interaction between nitrogen fertilisation and
CC mixture in year 2, on the response of individual weed species (named by the EPPO codes,
https://gd.eppo.int/), after removal of the block effect.

ON: no fertilisation; 30N: 30 kg N ha* of ammonium nitrate at CC/weeds sowing; Omm: no
irrigation; 40mm: 40mm of irrigation at CC/weeds sowing; 2leg-: 2 CC species without

legumes; 8leg-: 8 CC species without legumes; 2leg+: 2 CC species with legumes; 8leg+: 8 CC
species with legumes.
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CHAPITRE 2 : IDENTIFICATION DES DETERMINANTS ET
QUANTIFICATION DES EFFETS DE LA REGULATION BIOLOGIQUE

DES ADVENTICES PAR LES COUVERTS D’INTERCULTURE DANS
DEUX CULTURES SUIVANTES

Une expérimentation a été menée au champ avant le début de ma these pour acquérir les
données utilisées dans ce chapitre. J’ai mené I’analyse des données de ce chapitre et rédigé

I’article scientifique correspondant durant la deuxiéme année de ma these.

Ce chapitre a été publié sous forme d’article scientifique dans la revue Field Crops Research
(Rouge et al., 2023).

Contents lists available at ScienceDirect :

Research
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e

EIL.SEVIER journal homepage: www.elsevier.com/locate/fcr

Carry-over effects of cover crops on weeds and crop productivity in
no-till systems

Alicia Rouge ", Guillaume Adeux?, Hugues Busset *, Rodolphe Hugard ©, Juliette Martin ©,

Annick Matejicek *, Delphine Moreau “, Jean-Philippe Guillemin®, Stéphane Cordeau ™

® Agroécologie, INRAE, Institut Agro, Univ. Bourgogne, Univ. Bourgogne Franche-Comté, F-21000 Dijon, France
b AgroParisTech, F-75005 Paris, France

© INRAE, U2E, Unité Expérimentale du domaine d’Epoisses, F-21110 Breteniere, France

Les résultats issus de cet article ont été présentés a 1’oral au 19° colloque de 1I’European Weed
Research Society (EWRS - 2023).
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Carry over effects of cover crop mixtures 2 e
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Enfin, un poster scientifique (Annexe 2) a été présenté au XVlle colloque de I’European Society
for Agronomy (ESA — 2023).
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RESUME DE L’ARTICLE ET MESSAGES CLES DU CHAPITRE 2

Contexte

Des études montrent que les couverts d’interculture réduisent les adventices de la culture
suivante lorsqu’ils sont détruits et laissés a la surface du sol sous forme de mulch. Cet effet
dépend de la biomasse produite par les couverts et la persistance des résidus, pouvant elles-
mémes étre déterminées par la composition des couverts et le niveau de ressources disponible
au semis des couverts (chapitre 1) ou encore par la méthode de destruction des couverts. Les
effets de ces facteurs seuls et en interaction sur la régulation biologique des adventices dans la
culture suivante nécessitent d’étre quantifiés ainsi que les processus a 1’origine de la régulation
pour améliorer la gestion des couverts d’interculture. Aussi, aucune étude n’a révélé les effets
des couverts d’interculture sur les adventices de 1’année suivante. Pourtant, si les couverts
réduisent les adventices en interculture et dans la culture de printemps ou d’été suivante une
année donnée, la pression adventice dans la culture de 1’année suivante pourrait étre réduite si
aucun travail du sol n’est effectué (cette pratique pouvant masquer les effets des couverts).

Question de recherche et hypothése

Quels sont les effets des couverts d’interculture dans les cultures suivantes en fonction de la
composition des couverts, du niveau de ressources du sol et de la méthode de destruction des
couverts ? Nous faisons 1’hypothése que la productivité des cultures suivantes sera améliorée
par les couverts d’interculture via a la fois leur effet répressif sur les adventices et la fourniture

d’azote.

Matériel et méthodes

> Interculture >> Culture suivante n >> Culture suivante n+1 >
Rendement culture
Biomasse culture / Rendement culture
adventices Biomasse culture /
. adventices
Cor:ltpods’l'h?n dits Méthode de destruction N PV
couverts d’interculture dos cotverts ' PN TS
" " » (roulage, gel, herbicides) NN N AR WA AN
\ in chatn, R ) Y Variable
mesurée
Facteur

expérimental

Niveau de ressources
(azote et eau)

Figure 29. Effets des couverts d’interculture sur les adventices et la productivité de deux
cultures suivantes en fonction de la composition des couverts, du niveau de ressources
disponible au semis des couverts et de la méthode de destruction des couverts.
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Dans la premiere expérimentation de la thése, initiée au champ en 2016 puis 2017, les quatre
compositions de couverts d’interculture (2leg-, 2leg+, 8leg-, 8leg+, Tab. 2) et le sol nu,
implantés sous deux niveaux contrastés de ressources en eau (0 et 40 mm d’eau) et en azote
(O et 30 kg d’azote hal), ont été détruits selon trois méthodes différentes (gel, roulage,
herbicides). Les effets seuls et en interaction de la composition des couverts d’interculture,
du niveau de ressources en eau et en azote et de la méthode de destruction des couverts ont été
révélés dans une succession de deux cultures suivantes (une orge de printemps suivie d’un lin
d’hiver) en mesurant la biomasse adventice et la productivité des cultures (Fig. 29).
Pour la premiére fois dans une étude, les cultures ont été conduites en semis direct, sans
désherbage, ni fertilisation, ni irrigation, ces facteurs pouvant masquer les effets des couverts
d’interculture dans les cultures suivantes.

Résultats et discussion

Malgré I’absence de travail du sol, de désherbage, de fertilisation ou encore d’irrigation en
culture, I’effet répressif des couverts d’interculture observé sur les adventices en interculture
(chapitre 1) n’a globalement pas été observeé dans les cultures suivantes ou était faible et tres
variable selon les années d’expérimentation. La biomasse adventice a principalement été réduite
grace a la destruction des couverts par I’application d’herbicides. Le gel et le roulage se sont
avéres souvent inefficaces pour réduire les adventices présentes sous les couverts d’interculture,
leur permettant alors de continuer leur croissance dans la culture suivante. La productivité des
cultures quant a elle a principalement été impactée par les adventices mais aussi et dans une
moindre mesure par les couverts via la fourniture d’azote, validant notre hypothése. L’azote
fourni par les couverts a probablement affecté la compétition entre culture et adventices pour
cette ressource mais davantage de recherches sont nécessaires pour quantifier dans quelle
mesure la productivité d’une culture est affectée par des couverts d’interculture via la répression
des adventices et/ou la fourniture d’azote. Davantage de réplications de notre expérimentation,
dans différents contextes pédoclimatiques sont nécessaires pour confirmer nos résultats.

Messages clés

> La méthode de destruction des couverts est le principal déterminant de la biomasse
adventice dans les cultures suivantes.

> Les effets de la composition des couverts d’interculture et du niveau de ressources
disponibles au semis des couverts sur les adventices des cultures suivantes sont tres faibles.

» La productivité des cultures est principalement impactée par les adventices et dans une
moindre mesure améliorée via la fourniture d’azote par les couverts.

> Des adventices mal détruites a destruction des couverts peuvent continuer leur croissance
dans la culture suivante, créer de la compétition pour les ressources et ré-infester la parcelle
en produisant de nouvelles semences.

» Les effets des couverts d’interculture diminuent au cours de la succession culturale.

» L’efficacité des couverts d’interculture pour la gestion des adventices dans des systémes en
transition vers un non-travail du sol et une réduction de I’utilisation d’herbicides est faible.
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ABSTRACT

The carry-over effect of cover crops on weeds and crop productivity in the subsequent crops
has been related to cover crop composition and cover crop termination methods but their
interaction with soil resource availability remains poorly documented, as well as the relative
importance of each of these factors. This study investigated the effect of cover crop
management (i.e. cover crop mixture, fertilisation, irrigation, termination method and their
combinations) on weed biomass and crop productivity in two subsequent crops (spring barley
followed by winter linseed). We hypothesised that cover crop management could affect
productivity of the subsequent crops through both weed suppression and nitrogen supply.
Two experiments spanning a duration of two years were set-up, on two different fields in two
different years, to investigate the effect of cover crop mixture (2 or 8 species including or not
legume species, plus a bare soil control), water and nitrogen availability at cover crop sowing
and cover crop termination methods (rolling, herbicide-use and winter-kill control) on weed
biomass and crop productivity of the two subsequent unweeded, unfertilised and directly seeded
crops. Weed biomass and crop productivity in both subsequent crops were affected by multiple
interactions between cover crop mixture, soil resource availability, cover crop termination
method and experiment. In experiment 1, combinations of cover crop management alternative
to the reference (i.e. bare soil, without fertilisation and irrigation, winter-killed) mainly showed
beneficial carry-over effects (i.e. lower weed biomass and higher crop productivity) in the
subsequent spring barley while having no effect in winter linseed. In experiment 2, alternative
combinations of cover crop management mainly showed no effects or detrimental carry-over
effects (i.e. higher weed biomass and lower crop productivity) in spring barley while having
some positive effects in winter linseed (i.e. only when cover crops were terminated with
herbicide-use). Crop productivity was mainly affected by weed biomass which was
significantly reduced almost only when cover crops were terminated with herbicide-use.
Crop productivity was also affected but to a lesser extent by cover crop soil-mediated effects
(e.g. nitrogen supply). These results highlight complex interactions between cover crop
management and environmental conditions on the carry-over effects of cover crops in the
subsequent crops. Cover crops may not play an essential role for weed management in no-till
and herbicide-free systems, particularly at low levels of cover crop biomass production.

Keywords: cover crop termination, nitrogen, weed-crop competition, spring barley,
winter linseed, yield
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1 INTRODUCTION

Agriculture has heavily relied on pesticides and fertilisers to enhance crop production over the
last decades. However, the oversimplification of crop rotations and the over-reliance on
pesticides, is questioned due to their negative impacts on the environment and human health
(Liu et al., 2015). Cover crops can be established during the fallow period separating two main
cash crops and increase cropping sustainability through multiple ecosystem services
(e.g. reducing soil erosion, improving soil properties). Cover crops can suppress weeds
(Osipitan et al., 2018), the pests susceptible of generating the highest potential yield losses
(Oerke, 2006), and can further improve subsequent crop yield through nitrogen release (Blanco-
Canqui et al., 2015). The carry-over effect of cover crops on weeds and crop productivity in the
subsequent crops has been related to cover crop composition and cover crop termination
methods (Nichols et al., 2020b) but their interaction with soil resource availability remains
poorly documented, as well as the relative importance of each of these factors.

In no-till systems, optimising cover crop management (i.e. cover crop composition, fertilisation,
irrigation and termination) for weed suppression is essential to maintain crop yields because
weeds can compete with the crop if they are not well terminated before the subsequent crop is
sown (Vincent-Caboud et al., 2019), the outcome of weed-crop competition being largely
driven by who is established first (Horvath et al., 2023). Cover crops can reduce weed
establishment and growth during the fallow period (Teasdale et al., 2007), with varying efficacy
depending on cover crop composition and soil resource availability (Rouge et al., 2022).
However, in a recent meta-analysis of cover crop experiments, Nichols et al. (2020b) concluded
that the effect of cover crop management on weeds in the subsequent crops remained variable
and uncertain. Cover crop carry-over effects on weeds have been mostly related to cover crop
biomass (i.e. through mulch effects) (Osipitan et al., 2018) and cover crop termination method
(Alonso-Ayuso et al., 2020; Creamer and Dabney, 2002). Adeux et al. (2021) showed that cover
crops had no effect on weeds in the subsequent crops when cover crops were terminated by
tillage and/or when in-crop weed management relied on herbicides, and concluded that
intensive weed management could override the potential effect of cover crops on weeds in the
subsequent crops. Alternative cover crop termination methods such as mowing or rolling have
been investigated (Blichi et al., 2020; Carrera et al., 2004; Wayman et al., 2014) and are reported
to be as efficient in reducing weed biomass in the subsequent crop as herbicide-use or tillage
(Osipitan et al., 2018). In no-till systems, mulch resulting from unburied cover crop biomass
can limit germination of weed species and act as a physical barrier against early weed
establishment (Teasdale and Mohler, 2000). Indeed, numerous studies have reported a positive
relationship between cover crop biomass and weed suppression in the subsequent crops
established under no-till systems, namely through increased mulch thickness and persistence
(Barberi and Mazzoncini, 2001; Grint et al., 2022b; Menalled et al., 2022; Osipitan et al., 2018).
Ranaivoson et al. (2018) highlighted that weeds were effectively suppressed when cover crop
mulch biomass exceeded 10 t ha. Reaching such levels of cover crop biomass depends on
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many factors such as cover crop composition and seeding rate (Mirsky et al., 2012), cover crop
sowing and termination dates (Mirsky et al., 2017; Mirsky et al., 2009), and soil resource
availability (Rouge et al., 2022). Therefore, understanding the interactions between cover crop
management practices and their relative importance in determining weed and crop productivity
in less-disturbed and low-input systems remains at stake.

Poaceae (e.g. rye, oat) or Brassicaceae (e.g. mustard) cover crop monocultures are usually
associated to higher biomass productivity than Fabaceae cover crops, especially when soil
nitrogen availability is high (Adeux et al., 2021; Bybee-Finley et al., 2017; Smith et al., 2020).
Such highly productive cover crop species are expected to generate high quantities of mulch
once terminated and hence limit weed emergence and yield losses due to weeds in the
subsequent crops. However, Poaceae and Brassicaceae usually show high C/N ratios, which
may reduce the subsequent crop yields (Finney et al., 2016) due to mineral nitrogen
immobilisation (Wells et al., 2013). Including productive legume species in a cover crop
mixture can reduce the C/N ratio and may increase both soil nitrogen availability and
subsequent crop yield (Adeux et al., 2021; Hunter et al., 2019; Marcillo and Miguez, 2017;
Snapp et al., 2005). Cover crop mixtures comprising legumes and non-legumes have been
reported to be as effective in releasing nitrogen and improving crop yield as legume
monocultures (Finney et al., 2016). Therefore, cover crop mixtures of legume and non-legume
species could represent a promising option to increase crop yield through both weed
suppression and nitrogen release (Couédel et al., 2019). Nevertheless, the relative importance
of these two underlying processes remains to be quantified.

Finally, numerous studies have focused on the carry-over effect of autumn sown cover crops
on weeds in the subsequent spring/summer crop (Almoussawi et al., 2020; Campiglia et al.,
2010; Pittman et al., 2020) but the longer effects remain poorly documented. Nichols et al.
(2020a) recently analysed five long-term (> 10 years) no-till rye cover crop experiments and
reported that no clear conclusion could be drawn concerning the effect of the rye cover crop on
weed seedbank density: rye had a negative effect on seedbank density in 2 out of 5 cases, no
effect in 2 out of 5 cases and slightly positive effect in 1 out of 5 cases. Cover crops could
exhibit longer term effects on weeds though mulch persistence (Osipitan et al., 2018),
allelopathy or simply by favouring the weed suppressive effect of the subsequent crop. Besides,
most weeds are annuals and have different emergence periodicity (Grundy, 2003). Hence, the
suppressive effect of autumn sown cover crops on weed seed shed during the winter fallow
period is expected to be more visible in the subsequent autumn sown crop than in the subsequent
spring sown crop (Adeux et al., 2023).

The present study aimed to investigate the effect of cover crop management (i.e. cover crop
mixture, fertilisation, irrigation, termination method and their combinations) on weed biomass
and crop productivity in a subsequent two-year crop sequence composed of one spring and one
winter crop, and relate these carry-over effects to cover crop and weed biomass and nitrogen
content quantified during the cover crop period (Rouge et al., 2022).

95



Considering tillage, herbicides and fertilisers may override cover crop carry-over effects, our
study was the first to assess these effects in direct-seeded (i.e. no-till), unweeded and
unfertilised crops. We hypothesised that cover crop management could affect productivity of
the subsequent crops through both weed suppression and nitrogen supply (Supp. Fig. 2.1).

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Site characteristics

Two experiments spanning a duration of two years were set-up, on two different fields in two
different years, one field experiment in 2016-2018 and another in 2017-2019 (further denoted
experiment 1 and experiment 2, respectively), both at the INRAE experimental site in
Breteniere (47°14°11.2” N, 5°05” 56.1” E), 15 km south-east of Dijon, France. Both fields were
characterised by a clay (40%) - silt (50%) soil texture, a soil pH of 7, a percentage of organic
matter of 2%, and a calcareous bedrock. The site is flat and subject to a semi-continental
climate, with a mean annual precipitation of 765 mm and an average daily temperature of
10.5°C, with strong variations between winter and summer (See average monthly temperature
and rainfall over the course of the two experiments in Supp. Fig. 2.2).

2.2 Experimental set-up

Following winter wheat, a cover crop / spring barley / summer bare soil fallow period / winter
linseed succession was replicated over the course of experiment 1 (2016-2018) and 2 (2017-
2019). Four cover crop mixtures (2leg-: 2 species without legumes, 2leg+: 2 species including
a legume, 8leg-: 8 species without legumes and 8leg+: 8 species including legumes) including
a wide range of species commonly used by French farmers (Supp. Table 2.1, black oat, winter
rye, sorghum, foxtail millet, common vetch, berseem clover, faba bean, brown hemp, brown
mustard, field mustard, lacy phacelia, niger seed, buckwheat, linseed), plus a bare soil control
were tested. Cover crops were sown in summer (on the 10" of August 2016 and 28™ of July
2017 in experiment 1 and 2, respectively) at their recommended pure stand seeding rate divided
by the number of species in the mixture and majored by 15% (Supp. Table 2.1). Cover crop
mixtures were designed to generate a gradient of biomass productivity and nitrogen content,
based on the ability of each cover crop species to respond to soil resource availability in pure
stands. Poaceae and Brassicaceae species were expected to quickly pre-empt nitrogen and
produce high biomass while Fabaceae species could avoid nitrogen competition through
symbiotic nitrogen fixation and exhibit high nitrogen concentration in their biomass.
Cover crop mixtures were composed of 2 or 8 species, as two is the minimum richness for a
mixture and eight the maximum species richness commonly used by French farmers when
selecting cover crop species able to grow in a given season (here winter fallow). A further
increase in cover crop species richness would have either induced functional redundancy or the
inclusion of less relevant species in terms of biomass productivity or weed suppression (Smith
et al., 2020).
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Two levels of irrigation (W-: 0 mm or W+: 40 mm) and nitrogen fertilisation (N-: 0 kg N ha*
or N+: 30 kg N ha through the application of 90 kg ha* of ammonium nitrate 33.5%) were
applied once, at cover crop sowing, to mimic contrasted levels of soil resource availability.
Three cover crop termination methods were implemented (winter-kill control, rolling [done on
the 15" of December 2016 and 3" of December 2017 in experiment 1 and 2, respectively] or
herbicide-use [i.e. glyphosate 3 L ha* + 2,4 dichlorophenoxyacetic acid 0.3 L ha, applied on
the 28" of February 2017 and 8" of March 2018 in experiment 1 and 2, respectively]).
Cover crop termination was timed to maximise its efficacy, i.e. cover crops were rolled early in
the morning on the first day of frost of the season or sprayed with herbicides two weeks before
the sowing of the subsequent spring barley.

The experiments were set-up following a split-split-split plot design with cover crop mixture as
the only completely randomised factor for practical machinery reasons (Supp. Fig. 2.3).
All three blocks were first divided in half with the upper part being fertilised and the lower part
being unfertilised. Blocks were then divided perpendicularly to introduce the irrigation factor.
The irrigation ramp covered the width of a whole block so was positioned in between two
blocks, resulting in an alternating irrigation pattern across the experiments. The two nitrogen
strips spanning the whole experiment were divided into three, one for each cover crop
termination method. Finally, the four cover crop mixtures and bare soils were randomly
allocated to five 10 m2 plots within each combination of block, fertilisation, irrigation and cover
crop termination method, resulting in 60 combinations repeated 3 times across a total of
180 plots. Since weeds are known to be patchily distributed within a field (Hughes, 1990),
four weed species commonly found in Burgundy fields and able to germinate in summer
(i.e. at cover crop sowing) (Echinochloa crus-galli, Veronica persica, Geranium dissectum and
Chenopodium album) were sown at 60 seeds m each across all plots at cover crop sowing to
homogenise weed pressure within each experiment.

Spring barley was sown (cv. Sebastian at 140 kg ha® and cv. Planet at 171 kg hal
for experiment 1 and 2, respectively) after cover crop termination (on the 13" of March 2017
and 21% of March 2018 in experiment 1 and 2, respectively) and harvested at maturity (on the
15" of July 2017 and 19" of July 2018 in experiment 1 and 2, respectively, Supp. Fig. 2.2).
Before the sowing of winter linseed, weeds were terminated with herbicide-use (i.e. glyphosate
3 Lhat, on the 26" of July 2017 and 29" of September 2017) in experiment 1 and with
waterproof silage tarp (placed during the whole fallow period) in experiment 2. Winter linseed
was sown (cv. Angora at 25 kg ha™* and 23 kg ha! in experiment 1 and 2, respectively) on the
22" of September 2017 and 11" of September 2018 in experiment 1 and 2, respectively, and
harvested on the 13" of July 2018 and 5" of August 2019 in experiment 1 and 2, respectively
(Supp. Fig. 2.2). Both subsequent crops were direct seeded with a JD 750A direct driller, and
conducted without fertilisation, irrigation nor in-crop weeding until harvest.
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2.3  Cover crop, crop and weed sampling

Weed (per species) and crop (spring barley, winter linseed) aboveground biomass were sampled
at crop flowering in both experiments, in all 180 plots, with two randomly positioned 0.25 m?
quadrats per plot. All biomass samples were oven dried at 80°C for 72 hours and weighed.
Total dry weed biomass was computed as the sum of weed biomass per species in each quadrat.
As crop grain yields were assessed at the plot level, weed and crop dry biomass were averaged
at the plot level for data analysis.

Spring barley and winter linseed grain yields were measured at maturity by harvesting the whole
plot with an experimental combine harvester. As crop biomass at crop flowering and crop grain
yield at crop maturity were highly and positively correlated in 3 out of 4 cases (Supp. Fig. 2.4),
only crop grain yields are presented.

To explain to which extent cover crop carry-over effects were related to cover crop weed
suppression or cover crop nitrogen supply, total autumn cover crop and weed biomass and total
autumn cover crop and weed nitrogen content were computed at the plot level as the sum of
cover crop and weed aboveground biomass and nitrogen content measured as described in
Rouge et al. (2022), 90 days after cover crop sowing (i.e. at cover crop mixtures peak biomass
and before early frost, as shown in Supp. Fig. 2.2). We considered that total autumn cover crop
and weed biomass and nitrogen content were representative of the amount of biomass and
nitrogen returned to the soil at cover crop termination because cold temperatures restrained
cover crop and weed growth between biomass sampling and cover crop termination.

2.4 Data analysis

Statistical analyses were performed with the R software version 4.0.2 (R Core Team 2020).
Weed biomass and crop grain yield (in both subsequent spring barley and winter linseed) were
analysed at the plot level. To identify whether cover crop management could have an effect on
crop grain yield through mechanisms independent of weed-crop competition, (i) crop grain
yield for each crop and experiment was first regressed against weed biomass with a generalised
linear model with a gaussian distribution and a log link, available in the R ‘stats’ package, and
(i1) the response residuals (i.e. predicted minus observed data) from these regressions were
extracted. These response residuals are then called crop grain yield residuals throughout the
manuscript. Weed biomass, crop grain yield and crop grain yield residuals were all modelled
as a function of cover crop mixture, fertilisation, irrigation, cover crop termination method,
experiment (confounded with field), and all possible interactions between these five factors
with generalised linear mixed effect models, available in the R ‘gimmTMB’ package (Brooks
et al., 2017), with tweedie distributions and log links for weed biomass and crop grain yield,
and gaussian distributions without link for crop grain yield residuals.

To explain to which extent crop grain yields were affected by cover crop management through
weed suppression (i.e. mulching) and/or nitrogen supply, (i) weed biomass in the subsequent
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crops was modelled as a function of experiment, cover crop termination method, total autumn
cover crop and weed biomass and all possible interactions between the three latter, and
(ii) spring and winter crop grain yields were modelled as a function of experiment, cover crop
termination method, total autumn cover crop and weed nitrogen content and all possible
interactions between the three latter with generalised linear mixed effect models with a tweedie
distribution and a log link. Cover crop mixture, fertilisation and irrigation factors were not
considered in these regressions due to collinearity with total autumn cover crop and weed
biomass and total autumn cover crop and weed nitrogen content. Root mean square errors were
calculated for each generalised linear mixed effect model using the function rmse of the
R ‘Metrics’ package (Hamner et al., 2018).

For all generalised linear mixed effect models an a priori set of five plausible random effect
structures were defined and compared using Akaike’s Information Criterion (AIC), in order to
better capture the structure of the experimental design (Supp. Table 2.2 and 2.3). The model
with the lowest AIC was retained for analysis. The absence of confounding factors with the
non-randomised nitrogen, irrigation and cover crop termination method strips was confirmed
through an investigation of within-field yield variability of the preceding winter wheat crop and
soil electrical resistivity (Supp. Fig. 2.5). Significance of effects was determined through Type
Il Wald Chi-Square tests using the function Anova of the R ‘car’ package (Fox et al., 2020).

For all response variables (i.e. weed biomass, crop grain yields and crop grain yield residuals),
combinations of cover crop mixture, fertilisation, irrigation and cover crop termination method
were compared to a reference (i.e. bare soil, without fertilisation and irrigation and winter-Kkill),
in order to assess the benefit of implementing cover crops, manipulating soil resource
availability and/or applying mechanical or chemical cover crop termination. Control-versus-
alternative combination contrasts were adjusted using the R ‘emmeans’ package (Lenth, 2021).

3 RESULTS

Crop grain vyields decreased when weed biomass at crop flowering increased in both
experiments 1 and 2 (Fig. 2.1). Weed biomass response to cover crop management was then
investigated to determine to which extent the 59 combinations of cover crop mixture, soil
resource availability and cover crop termination method alternative to the reference (i.e. bare
soil, without fertilisation and irrigation, winter-killed) affected in-crop weed biomass.
Then, crop grain yields and crop grain yield residuals (i.e. after the removal of weed biomass
effects, see section 2.4.) response to cover crop management were investigated by comparing
the 59 alternative combinations of cover crop mixture, soil resource availability and cover crop
termination method to the reference. Finally, beneficial cover crop management combinations,
i.e. improving crop yield and reducing weed biomass, were identified. These combinations were
considered as beneficial at the cropping system level since a lower weed biomass in crops will
potentially decrease crop yield losses and weed seed shed, thereby reducing weed infestation
and crop yield losses in the subsequent crops.
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Figure 2.1. Relationship between a) spring barley grain yield (at 0% grain moisture) and weed biomass in spring barley (g of dry matter
(DM) m™ 2, sampled at crop flowering) and b) winter linseed grain yield (at 0% grain moisture) and weed biomass in winter linseed (g DM m,
sampled at crop flowering), for both experiment 1 (2016-2018) and 2 (2017-2019).

Predictions were based on generalised linear models. The regression lines show an average value (i.e. population level slope).

Root mean square error (RMSE) are indicated in bold for each regression line.
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Table 2.1. ANOVA Spring barley Winter linseed
gll’t:iles (type 11 Wald Factors Weed biomass Crop grain yield Crosegirjllljr;l)sueld Weed biomass Crop grain yield CroEegirglljr;l)slleld
=SHAT fests) 2 Df p- 2 Df p- 2 Df p- 2 Df - 2 Df p- 2 Df p.
highlighting the effect X p-value X p-value X p-value X p-value X p-value X p-value
of experiment (exp, exp 119 1 5e-04 180 1 <216 0.03 1 0.86 106 1 <2-16 803 1 5e-03 044 1 0.51
as factor). fertlisation | 091 1 oot 919 1 2005 859 1 se0s 114 1 o 029 1 0@ 09 1 05
. - . . . e- . e- . . . . . .
(N), _irrigation .(W)’ ccm 489 4 030 800 4 <216 683 4 5e-14 850 4 007 866 4 007 113 4  0.02
cover crop mixture o, 762 2 <216 689 2 <2016 247 2 4e06 830 2 <216 633 2 2e-14 134 2  1e-03
(CCm), cover Crop exp:N 389 1 005 116 1 7e04 076 1 038 250 1 011 001 1 093 128 1 026
termination method exp:w 005 1 082 169 1 405 547 1 002 113 1 029 170 1 019 204 1 015
(term), and all possible N:W 055 1 046 004 1 084 013 1 072 101 1 032 610 1 001 267 1 0.10
merlons _between SPCCT T 4 0 B2 4wl mid e oow 40w oelo doow e i
- : m . e- < Ze- . e- . . . . . e-
these f_|ve fac_tors N \.cem 888 4 006 589 4 021 368 4 207 359 4 046 421 4 035 510 4 028
weed biomass in Crops. - eyp:term 427 2 012 171 2 <216 274 2 1e06 286 2 6e07 350 2 3e-08 545 2 007
crop grain_yield and nN:term 194 2 6e05 146 2 048 106 2 00l 590 2 005 163 2 044 394 2 014
crop grain yield w:term 647 2 004 634 2 004 48 2 0.09 108 2 058 366 2 016 215 2 034
residuals (i.e. after the CCm:term 717 8 052 893 8 7e-16 485 8 8e-08 116 8 017 940 8 031 89 8 035
removal  of  weed ®PN:W 116 1 028 112 1 804 259 1 011 012 1 073 335 1 007 315 1 008
- exp:N:CCm 287 4 9e06 220 4 2004 305 4 4e-06 100 4 004 38 4 042 686 4 014
biomass effects). _ exp:W:CCm 231 4 068 860 4 007 264 4 305 140 4 001 695 4 014 887 4 006
Results were obtained n.w.ccm 507 4 020 304 4 055 164 4 080 262 4 062 542 4 025 292 4 057
with generalised linear exp:N:term 233 2 031 395 2 014 836 1 002 594 2 005 28 2 024 592 2 005
mixed effect models. exp:wW:term 386 2 015 647 2 004 213 2 034 465 2 010 693 2 003 358 2 017
Signiﬁcant p_Va|ues at N:W:term 089 2 0.64 1.02 2 0.60 241 2 0.30 3.00 2 0.22 557 2 0.06 208 2 0.35
0 <0.05 are highlighted ©®:CCm:term 664 8 058 691 8 7e12 313 8 1e-04 364 8 le05 112 8 019 155 8 0.5
 bold N:CCm:term 714 8 052 468 8 2007 126 8 013 172 8 003 833 8 040 124 8 0.3
in : W:CCm:term 171 8 003 148 8 006 237 8 303 206 8 001 150 8 006 360 8 2005
exp:N:W:CCm 807 4 009 28 4 059 285 4 058 102 4 004 184 4 076 507 4 028
exp:N:Wi:term 284 2 024 443 2 011 179 2 041 407 2 013 28 2 024 132 2 052
exp:N:CCm:term 109 8 021 390 8 5e06 173 8 003 285 8 3e-04 126 8 013 189 8  0.02
exp:W:CCm:term 485 8 077 176 8 002 216 8 6e03 133 8 010 456 8 080 201 8 001
N:W:CCm:term 113 8 019 188 8 002 255 8 1e03 913 8 033 404 8 085 638 8 060
exp:N:W:CCm:term 168 8 003 932 8 032 215 8 6e03 373 8 08 856 8 038 597 8 065
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3.1  First subsequent crop: spring barley
3.1.1  Cover crop management effects on weeds

Weed biomass in spring barley was affected by a five-way interaction between cover crop
mixture, fertilisation, irrigation, cover crop termination method and experiment (Table 2.1).
In experiment 1, alternative combinations of cover crop management showed either similar
(in 34 combinations) or lower (in 25 combinations) weed biomass than the reference (Fig. 2.2).
Lower weed biomass was observed in all the combinations terminated with herbicide-use
(i.e. in 20 out of the 25 combinations), as well as in 2 combinations terminated with winter-Kkill
and 3 terminated with rolling, regardless of cover crop mixture and soil resource availability.
In experiment 2, alternative combinations of cover crop management showed either higher
(in 20 combinations), similar (in 30 combinations) or lower (in 9 combinations) weed biomass
than the reference (Fig. 2.2). Lower weed biomass was mostly observed in the combinations of
fertilised cover crop mixtures and a bare soil terminated with herbicide-use (i.e. in 8 out of the
9 combinations). Higher weed biomass was mainly observed in the combinations of unfertilised
cover crop mixtures terminated with winter-kill or rolling (i.e. in 14 out of the 20 combinations).
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Figure 2.2. Effect of cover crop mixtures, nitrogen and water resources at cover crop sowing
and cover crop termination methods on weed biomass in spring barley (g of dry matter (DM) m).
N-: no nitrogen fertilisation, N+: 30 kg N ha at cover crop sowing; W-: no irrigation, W+: 40 mm
at cover crop sowing; bare: bare soil; 2leg-: 2 cover crop species without legumes; 8leg-: 8 cover crop
species without legumes; 2leg+: 2 cover crop species including a legume; 8leg+: 8 cover crop species
including legumes. Each combination of cover crop mixture, nitrogen, water and cover crop
termination method was statistically compared to the reference (i.e. bare soil, N-:W-, winter-kill).
Boxplots highlighted with an asterisk differed from the reference (p-value < 0.05).

Filled boxplots highlight lower values than the reference.
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In both experiments, when cover crop mixtures and bare soils were terminated with rolling or
winter-kill, weed biomass in spring barley was mainly composed of winter wheat volunteers
and Geranium dissectum, the two main weed species present during the cover crop period
(Fig. 2.3). In experiment 1, the biomass of these two weed species increased between cover
crop and spring barley biomass sampling times whereas in experiment 2, weed biomass of
Geranium dissectum decreased between the cover crop and spring barley biomass sampling
times (Fig 2.3). Herbicide-use termination changed the dominant weed species in the
subsequent spring barley compared to the cover crop period. In these treatments, weed
communities were mainly composed of spring/summer weed species such as Convolvulus
arvensis or Lysimachia arvensis and Polygonum aviculare, in experiment 1 and 2, respectively.

Experiment 1 (2016-2018) Experiment 2 (2017-2019)
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Figure 2.3. Total weed biomass (g of dry matter (DM) m™, averaged by plot) and by weed
species in the cover crop (CC), spring barley (SB) and winter linseed (WL) succession
depending on the cover crop termination method (winter-Kill, rolling, herbicide-use) for
experiment 1 and 2.

ANGAR: Lysimachia arvensis; CHEAL: Chenopodium album; CONAR: Convolvulus
arvensis; ECHCG: Echinochloa crus-galli; GERDI: Geranium dissectum; HORVS: Hordeum
vulgare (spring barley volunteers); POLAV: Polygonum aviculare; SONAS: Sonchus asper;

TRZAX: Triticum aestivum (winter wheat volunteers); VERPE: Veronica persica.

Finally, weed biomass in spring barley was affected by total autumn cover crop and weed
biomass, regardless of experiment and cover crop termination method (p-value = 0.01, Supp.
Table 2.4; RMSE = 42 g DM m2). However, the relationship between weed biomass in spring
barley and total autumn cover crop and weed biomass was very weak (Supp. Fig. 2.6a).
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3.1.2  Cover crop management effects on crop grain yields

Spring barley grain yield was driven by three four-way interactions involving cover crop
mixture and termination as well as either experiment and fertilisation, experiment and irrigation
or fertilisation and irrigation (Table 2.1). In experiment 1, alternative combinations of cover
crop management showed either higher (in 48 combinations) or similar (in 11 combinations)
spring barley grain yield than the reference (Fig. 2.4). Similar spring barley grain yields were
observed in the combinations of bare soils (i.e. in 5 out of the 11 combinations) or 2-species
legume-based cover crop mixtures (i.e. in 4 out of the 11 combinations), terminated with winter-
kill or rolling. In experiment 2, alternative combinations of cover crop management showed
either higher (in 7 combinations), similar (in 32 combinations) or lower (in 20 combinations)
spring barley grain yields than the reference (Fig. 2.4). Higher spring barley grain yields were
observed in the combinations of cover crop mixtures and bare soils terminated with herbicide-
use only, regardless of soil resource availability. Lower spring barley grain yields were mainly
observed in the combinations of unfertilised cover crop mixtures terminated with winter-kill or
rolling (i.e. in 12 out of the 20 combinations).
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Figure 2.4. Effect of cover crop mixtures, nitrogen and water resources at cover crop sowing and
cover crop termination methods on spring barley grain yield (at 0% grain moisture).

N-: no nitrogen fertilisation, N+: 30 kg N ha* at cover crop sowing; W-: no irrigation, W+: 40 mm at
cover crop sowing; bare: bare soil; 2leg-: 2 cover crop species without legumes; 8leg-: 8 cover crop
species without legumes; 2leg+: 2 cover crop species including a legume; 8leg+: 8 cover crop species
including legumes. Each combination of cover crop mixture, nitrogen, water and cover crop
termination method was statistically compared to the reference (i.e. bare soil, N-:W-, winter-kill).
Boxplots highlighted with an asterisk differed from the reference (p-value < 0.05).

Filled boxplots highlight higher values than the reference.
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Analysis of spring barley grain yield residuals (i.e. after the removal of weed biomass effects)
highlighted a significant five-way interaction between experiment, cover crop mixture,
fertilisation, irrigation and cover crop termination method (Table 2.1). This highlights a
possible soil-mediated effect of cover crops on subsequent spring barley grain vyield
(e.g. through nitrogen supply or immobilisation). In experiment 1, alternative combinations of
cover crop management showed either higher (in 4 combinations), similar (in 54 combinations)
or lower (in 1 combination) spring barley grain yield residuals than the reference (Fig. 2.5).
Higher spring barley grain yield residuals were observed only in the combinations of fertilised
and non-irrigated cover crop mixtures, terminated with herbicide-use. In experiment 2,
alternative combinations of cover crop management showed either higher (in 27 combinations),
similar (in 29 combinations) or lower (in 3 combinations) spring barley grain yield residuals
than the reference (Fig. 2.5). Higher spring barley grain yield residuals were observed in the
combinations of fertilised and winter-killed 2-species cover crop mixtures (i.e. in 4 out of the
27 combinations), and in the combinations of herbicide-terminated legume-based cover crop
mixtures or fertilised non-legume-based cover crop mixtures (i.e. in 12 out of the

27 combinations). Experiment 1 (2016-2018) l Experiment 2 (2017-2019)
100 -
* L. **
ﬁE\ 50 - - * . * ] I
E . kL
2 MY
2 L F el N
g EUL TR I
@ H
] . i
£ |
il " |
o
3 50 _ ‘
T
e
[=2]
£
& R
4100 - SSDLrEe
availability
N-:W-
N-‘W+
N+:W-
Bl N+eW+
o 5 & & @ & & & &EE 5 EFE @ EO S S @S x
R R T i
winter-kill rolling herbicide-use winter-kill rolling herbicide-use

Cover crop mixture:Cover crop termination

Figure 2.5. Effect of cover crop mixtures, nitrogen and water resources at cover crop sowing

and cover crop termination methods on spring barley grain yield residuals.

Spring barley grain yield residuals were extracted from the regression of spring barley grain yield
against weed biomass in spring barley. Spring barley grain yield residuals show the spring barley grain
yield after the removal of weed biomass effects. N-: no nitrogen fertilisation, N+: 30 kg N ha at cover

crop sowing; W-: no irrigation, W+: 40mm at cover crop sowing; bare: bare soil; 2leg-: 2 cover crop
species without legumes; 8leg-: 8 cover crop species without legumes; 2leg+: 2 cover crop species
including a legume; 8leg+: 8 cover crop species including legumes. Each combination of cover crop
mixture, nitrogen, water and cover crop termination method was statistically compared to the reference
(i.e. bare soil, N-:W-, winter-kill). Boxplots highlighted with an asterisk differed from the reference
(p-value < 0.05). Filled boxplots highlight higher values than the reference.
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Finally, spring barley grain yield was affected by total autumn cover crop and weed nitrogen
content, regardless of cover crop termination method in both experiments (p-value = 0.0004,
Supp. Table 2.5; RMSE = 28 g m™). The relationship between spring barley grain yield and
total autumn cover crop and weed nitrogen content was positive in each experiment but to a
greater extent in experiment 2 than experiment 1 (Supp. Fig. 2.7).

3.2  Second subsequent crop: winter linseed

3.2.1  Cover crop management effects on weeds

Weed biomass in winter linseed was driven by a four-way interaction between experiment,
cover crop mixture, fertilisation and cover crop termination method (Table 2.1).
In experiment 1, alternative combinations of cover crop management showed either higher
(in 3 combinations), similar (in 55 combinations) or lower (in 1 combination) weed biomass
than the reference (Supp. Fig. 2.8). Lower weed biomass was observed in the combination of
unfertilised and non-irrigated 2-species legume-based cover crop mixture terminated with
rolling. In experiment 2, alternative combinations of cover crop management showed either
similar (in 43 combinations) or lower (in 16 combinations) weed biomass than the reference
(Supp. Fig. 2.8). Lower weed biomass was observed in the combinations of cover crop mixtures
and bare soils terminated with herbicide-use only, regardless of soil resource availability.

Weed biomass in winter linseed was mainly composed of Geranium dissectum in experiment 1,
and Geranium dissectum and spring barley volunteers in experiment 2 (Fig. 2.3). In both
experiments, dominant weed species in winter linseed did not differ between cover crop
termination methods as they did in spring barley.

Finally, weed biomass in winter linseed was affected by total autumn cover crop and weed
biomass, regardless of experiment and cover crop termination method (p-value = 0.04, Supp.
Table 2.4; RMSE =50 g DM m?). However, the relationship between weed biomass in winter
linseed and total autumn cover crop and weed biomass was weak and positive (Supp. Fig. 2.6b).

3.2.2  Cover crop management effects on crop grain yields

Winter linseed grain yield was influenced by a three-way interaction between experiment,
cover crop termination method and irrigation (Table 2.1). In experiment 1, alternative
combinations of cover crop management showed either similar (in 55 combinations) or lower
(in 4 combinations) winter linseed grain yield than the reference (Supp. Fig. 2.9).
In experiment 2, alternative combinations of cover crop management showed either higher
(in 16 combinations), similar (in 41 combinations) or lower (in 2 combinations) winter linseed
grain yield than the reference (Supp. Fig. 2.9). Higher winter linseed grain yields were mainly
observed in the combinations of cover crop mixtures and bare soils terminated with herbicide-
use (i.e. in 14 out of the 16 combinations).

106



Analysis of winter linseed grain yield residuals (i.e. after the removal of weed biomass effects)
highlighted two significant four-way interactions between experiment, cover crop mixture,
cover crop termination method and either fertilisation or irrigation (Table 2.1). In experiment 1,
alternative combinations of cover crop management showed either similar (in 56 combinations)
or lower (in 3 combinations) winter linseed grain yield residuals than the reference (Supp.
Fig. 2.10). In experiment 2, alternative combinations of cover crop management showed either
higher (in 9 combinations) or similar (in 50 combinations) winter linseed grain yield residuals
than the reference (Supp. Fig. 2.10). Higher winter linseed grain yield residuals were observed
in the combinations of herbicide-terminated fertilised and irrigated cover crop mixtures and
bare soil (i.e. in 5 out of the 9 combinations).

Finally, winter linseed grain yield was slightly affected by total autumn cover crop and weed
nitrogen content in interaction with cover crop termination method (p-value = 0.05, Supp.
Table 2.5; RMSE = 19 g m). The relationship between winter linseed grain yield and total
autumn cover crop and weed nitrogen content was significantly different between winter-kill
and herbicide-use termination methods but any slope was significantly different from zero
(Supp. Fig. 2.11).

3.3 Agronomic pathways for enhanced multiple carry-over effects of cover crops

Carry-over effects of cover crop management combinations were considered as beneficial when
they both enhanced subsequent crop yield and reduced weed biomass in the subsequent crops
(Fig. 2.6).

In experiment 1, cover crop management showed beneficial carry-over effect in spring barley
in 24 out of the 59 combinations of cover crop mixture, soil resource availability and cover crop
termination method alternative to the reference (Fig. 2.6. 1a). These combinations corresponded
to all the cover crop mixtures and bare soils terminated with herbicide-use
(i.e. 20 combinations), one cover crop mixture terminated with winter-kill and three cover crop
mixtures terminated with rolling, regardless of soil resource availability. The 8-species non-
legume-based cover crop mixture was the most frequent cover crop mixture in these beneficial
agronomic pathways. Cover crop management mainly showed no carry-over effect, either
positive or negative, in the subsequent winter linseed (i.e. same level of crop grain yield and
weed biomass in 51 out of the 59 combinations) (Fig. 2.6. 1b).

In experiment 2, cover crop management mainly showed no (in 18 combinations) or a
detrimental (i.e. lower level of crop grain yield and higher weed biomass, in 12 combinations)
carry-over effect in the subsequent spring barley. Only 3 out of the 59 combinations of cover
crop mixture, soil resource availability and cover crop termination method alternative to the
reference showed beneficial carry-over effect in spring barley (Fig. 2.6. 2a).
These combinations corresponded to cover crop mixtures terminated with herbicide-use,
regardless of soil resource availability. Cover crop management mainly showed no carry-over
effect in the subsequent winter linseed (in 37 combinations).
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Spring barley

Winter linseed

Beneficial carry-over effects in winter linseed were observed in 12 out of the 59 combinations
of cover crop mixture, soil resource availability and cover crop termination method alternative
to the reference (Fig. 2.6. 2b), but again, only when cover crops or bare soils were terminated
with herbicide-use.

Among the 59 alternative combinations tested in each experiment, only one (and in
experiment 2 only), showed beneficial carry-over effect in both subsequent spring and winter
crops, i.e. unfertilised and irrigated 2-species legume-based cover crop mixture, terminated
with herbicide-use (written in green in Fig. 2.6, 2a and 2Db).
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Figure 2.6. Synthesis of the effect of cover crop (CC) mixture, soil resource availability and
cover crop termination method on weed biomass (at crop flowering) and crop grain yields (at
maturity) in a) spring barley and b) winter linseed, for both experiments 1) in 2016-2018 and

2) in 2017-2019.

bare: bare soil; 2leg-: 2 CC species without legumes; 8leg-: 8 CC species without legumes;
2leg+: 2 CC species including a legume; 8leg+: 8 CC species including legumes;
N-: no nitrogen fertilisation; N+: 30 kg N ha at cover crop sowing; W-: no irrigation; W+:
40 mm at cover crop sowing; Wint.: winter-kill; Roll.: rolling; Herbi.: herbicide-use.

Alternative treatments (N=59) were compared to the reference (i.e. bare soil, N-:W-, winter-
kill). Green cells highlight beneficial carry-over effect of cover crops, i.e. higher (+) crop
grain yields and lower (-) weed biomass in crops compared to the reference; yellow cells

correspond to no cover crop carry-over effects, i.e. similar (=) crop grain yields and similar

weed biomass; red cells correspond to detrimental cover crop carry-over effects, i.e. lower
crop grain yields and higher weed biomass. Figures in cells are the number of treatments out
of 59. The cover crop management treatment written in green (2a and 2b) is the only one
which provided beneficial cover crop carry-over effect in the two subsequent crops.
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4 DiIsCusSION

Overall, even though the experiment was set-up in absence of tillage, in-crop chemical weeding
and fertilisers, i.e. factors known to override the carry-over effect of cover crops (Adeux et al.,
2021), our study showed that sowing cover crops (in comparison to bare soil) even with
optimised management (irrigation, fertilisation and termination tool) had a weak effect on
weeds and crop productivity through mulch and nitrogen supply effects. Secondly, our results
showed that spring and winter crop yields generally decreased with increased weed biomass in
crops, a well-known relationship (Oerke, 2006). Finally, the carry-over effects of cover crop
management on weeds and crop productivity decreased over the crop succession, with winter
linseed grain yield being improved through both a lower weed biomass and cover crop nitrogen
supply effects only when cover crops were terminated with herbicide-use and only in
experiment 2. These observations validate our hypothesis that cover crops could affect the
productivity of both subsequent spring and winter crops through their ability to suppress weeds
and supply nitrogen. However, these effects were weak and variable (i.e. positive or negative).
Thus, we discuss the importance of cover crop management for weed suppression in the
subsequent crops and its impact on crop productivity, and provide insights for cover crop-based
weed management and crop productivity in no-till systems.

4.1  Are cover crops a suitable tool to suppress weeds in subsequent crops in no-till
systems?

Weed biomass in the subsequent crops was mainly driven by cover crop termination method,
with herbicide-use being generally the only way to reduce in-crop weed biomass compared to
the reference. In spring barley (i.e. the first subsequent crop), cover crop termination with
herbicide-use reduced weed biomass in all combinations of cover crop mixture and soil resource
availability in experiment 1, but not in experiment 2. In experiment 2, cover crop termination
with herbicide-use reduced weed biomass in spring barley in only half of the alternative
combinations. Differences in herbicide efficacy to terminate weeds between experiments could
be related to contrasted weed development stages at cover crop termination (Janska et al., 2010).
We argue that the development stage of the dominant weed species Geranium dissectum at
cover crop termination was more advanced in experiment 2 than in experiment 1 (the biomass
of Geranium dissectum being higher in experiment 2 than experiment 1, Fig. 2.3). The advanced
phenological stage of Geranium dissectum in experiment 2 could have favoured its
susceptibility to frost and reduced its biomass in the subsequent spring barley, whereas in
experiment 1, Geranium dissectum was not winter-killed and continued its growth in the
subsequent spring crop. In winter linseed (i.e. the second subsequent crop), cover crop
termination with herbicide-use was the only method that reduced weed biomass compared to
the reference for almost all cover crop mixtures and soil resource availability combinations, but
only in experiment 2.
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In experiment 1, the application of herbicides between spring barley and winter linseed
probably overrode the potential cover crop carry-over effects on weeds, whereas in experiment
2, the waterproof silage tarp did not seem to alter cover crop carry-over effects. We argue that
the dominant weed species in winter linseed Geranium dissectum was less abundant in
herbicide-terminated plots in experiment 2 because it shed less seeds at spring barley harvest
(Geranium dissectum biomass being lower in spring barley after herbicide-terminated plots than
winter-killed or rolled plots, Fig. 2.3). Moreover, the biomass of spring barley volunteers (i.e.
the second dominant weed species in winter linseed) was also lower in herbicide-terminated
plots than in winter-killed or rolled plots (Fig. 2.3), suggesting that the combine harvest
machine was more efficient in harvesting more grains in herbicide-terminated plots as weeds
are known to increase harvest difficulties and seed losses (Burnside et al., 1969; Yvoz et al.,
2021). Unfortunately, no phenological weed survey was done in this study to confirm our
hypotheses and studies focusing on cover crop termination efficacy at different development
stages of weeds remain absent from the literature.

In both subsequent crops and experiments, rolling did not improve weed management compared
to the winter-Kkill reference. Autumn-emerging grasses, either weeds or crop volunteers such as
wheat in our experiment, are known to be less sensitive to rolling at early stages (probably
tillering in our experiment) than at flowering (Mirsky et al., 2009). These non-terminated weeds
continued their growth in the subsequent spring barley in plots where cover crops were not
terminated with herbicide-use (Fig. 2.3). In the actual context of potential glyphosate ban in
Europe, it is important to note that, even if cover crop mixture can be designed to improve weed
suppression (Bybee-Finley et al., 2022) and be frost-terminated with or without being rolled,
these methods do not terminate most weed species emerging in cover crops and especially not
the most troublesome grasses.

Implementing cover crops and managing soil resource availability was generally of little use
for improving weed suppression in the subsequent crops. The weed suppressive effect of cover
crops highlighted by Rouge et al. (2022) during the cover crop period did not effectively carry-
over to the subsequent crops. In spring barley, most of the combinations of cover crop mixture
and soil resource availability had no effect on weed biomass when terminated with winter-Kkill
or rolling in experiment 1 and half of these combinations showed higher weed biomass in
experiment 2. Thus, instead of showing a weed suppressive effect in the subsequent spring crop
through mulching, we hypothesise that cover crops may have favoured weeds in the subsequent
spring barley in experiment 2 by protecting them from frost or promoting new germinations, as
soil temperature under the cover crops is usually higher than in bare soils during the winter
(Blanco-Canqui et al., 2015). The dominant weed species (i.e. Geranium dissectum and winter
wheat volunteers), which showed lower levels of biomass in cover crop mixtures than in bare
soil during the cover crop period (Rouge et al., 2022), were probably at earlier development
stages under cover crop mixtures than they were in the bare soil reference and thus less sensitive
to winter-kill (Janska et al., 2010) or rolling (Mirsky et al., 2009).
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Irrigation and nitrogen fertilisation did not significantly enhance the weed suppressive effect of
cover crops during the autumn-winter cover cropping period (Rouge et al., 2022) or during the
subsequent two-year crop sequence, at least from a biological standpoint. However, fertilised
cover crop mixtures appeared to limit weed pressure in the subsequent spring barley of
experiment 2. Fertilisation enhanced cover crop biomass productivity during the autumn-winter
cover cropping period (Rouge et al., 2022), and higher mulch quantity, thickness and cover
possibly enhanced weed suppression in the subsequent spring barley crop. However, this effect
was weak compared to the effect of cover crop termination method. Therefore, this study
highlights that cover crops may not play an essential role for weed suppression in the
subsequent crop, unlike suggested by many studies (Almoussawi et al., 2020; Osipitan et al.,
2018; Pinto et al., 2021; Pittman et al., 2020; Tadiello et al., 2022), probably due to the moderate
level of cover crop productivity achieved in this study (i.e. mostly under 4 t ha, Supp. Fig.
2.6). A further increase of cover crop nitrogen fertilisation (30 kg N ha in our study) may have
increased cover crop biomass and weed suppression in the subsequent crop through and
increased mulch thickness and persistence effect as high soil nitrogen availability favours non-
legume species in a cover crop mixture (Baraibar et al., 2020; Rouge et al., 2022). See section
4.3 for further discussion on the role of cover crops for weed management in no-till systems.

4.2 Did cover crops improve subsequent crop productivity? How so?

Crop productivity was largely driven by weed biomass in both subsequent crops, with crop
productivity being higher and weed biomass being lower than the reference mostly when cover
crops were terminated with herbicide-use. However, cover crops also affected subsequent crop
productivity after statistically removing the effect of weed biomass (i.e. crop grain yield
residuals), potentially revealing a soil-mediated cover crop carry-over effect. Spring barley
productivity (i.e. the first subsequent crop) was improved in experiment 1 after almost all the
combinations of cover crop management alternative to the reference whereas only
7 combinations, all terminated with herbicide-use, improved spring barley productivity in
experiment 2. In both experiments, cover crop mixtures showing the highest nitrogen content
during the autumn period (Rouge et al., 2022) generally resulted in higher spring barley
productivity in absence of weeds (i.e. after removal of weed biomass effects). Thus, we argue
that cover crops supplied nitrogen to the subsequent spring barley, as shown in previous studies
(Adeux et al., 2021; Hunter et al., 2019; Marcillo and Miguez, 2017; Snapp et al., 2005).
The effect of cover crop nitrogen supply was even more visible when cover crops were
terminated with herbicides, which are known to enhance nitrogen mineralisation (Gaupp-
Berghausen et al., 2015; Snapp and Borden, 2005). Nevertheless, spring barley productivity
was affected differently by the combinations of cover crop mixtures, soil resource availability
and cover crop termination methods when considering or not the effect of weeds. Thus, weeds
may have competed with the crop for resources (e.g. the nitrogen released by cover crops) or
cover crops may have favoured nitrogen immobilisation in some combinations as microbial
communities enrolled in nitrogen cycling can be affected by cover crop mixtures (Romdhane
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et al., 2019). Moreover, cover crop nitrogen release generally did not enhance spring barley
productivity when cover crops were winter-killed, even though winter-kill has been shown to
result in net nitrogen mineralisation (White et al., 2016), increasing nitrogen quantity in the soil
(Romdhane et al., 2019). This observation suggests a mismatch between cover crop nitrogen
release and spring barley nitrogen uptake in time. Finally, no notable beneficial soil-mediated
effect was observed on spring barley productivity when cover crops were terminated with
rolling, either because rolling favoured nitrogen immobilisation, as previously shown by Wells
et al. (2013) and Clark et al. (2017), or because rolling favoured microbial denitrifiers
responsible for nitrogen losses to the atmosphere, as shown by Romdhane et al. (2019) in our
experiment 1. Hence, we conclude that optimising cover crop management to optimise cover
crop nitrogen release in the subsequent crops is of little use, especially when weeds are not well
managed at cover crop termination.

Finally, while most of the studies focused on one subsequent spring crop only, our study
revealed that cover crop management can have an effect in the longer-term. However, this
longer-term effect (i.e. higher subsequent winter linseed grain yield) was observed only in
experiment 2 when fertilised and irrigated cover crop mixtures terminated with herbicide-use
were implemented. Again, weeds may have blurred the relationship between cover crop
nitrogen supply and crop productivity. As previously mentioned, weeds generated harvesting
difficulties during harvest of spring barley in experiment 2, resulting in more abundant spring
barley volunteers in the winter linseed crop in non-herbicide-terminated combinations, which
reduced linseed productivity (Marshall et al., 1995). Considering the cost of sowing cover crop
mixtures at high seeding rates, applying 30 kg of nitrogen ha, irrigating with 40 mm of water,
and spraying herbicides, in comparison to the reference (i.e. bare soil, without fertilisation and
irrigation, winter-killed), we advocate that return on investment is low and carry-over effects
of cover crops are not economically affordable (Bergtold et al., 2019). We discuss this issue in
the next section.

4.3  Insights for cover crop-based weed management and crop productivity in no-till
systems

First of all, our study showed that herbicide use generally remained the best cover crop
termination method to maximise the beneficial carry-over effect of cover crops in the
subsequent crops, albeit weak and variable. Herbicide-use remains the most common method
to terminate cover crops in no-till systems, partly because cover crop mixtures are usually not
designed to be terminated by other methods such as rolling. However, even when cover crop
mixtures are composed of cover crop species that are easily terminated at flowering (e.g. niger,
phacelia, faba bean), herbicides are still applied to terminate the weeds growing below the cover
crop canopy. Indeed, our results confirmed that rolling is not a weeding technique susceptible
of substituting herbicide application, since most weeds at their early stage of development are
not sensible to rolling. However, the number of active herbicide substances is decreasing on the
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market and the European Union is discussing the ban of glyphosate (Antier et al., 2020b).
Therefore, if glyphosate is banned, no other herbicide-based options will be available on the
market in France to effectively terminate weeds and cover crops.

Cover crop termination relying on non-chemical methods question the role of cover crops in
no-till systems to suppress weeds. Indeed, our experiments showed that only 4 combinations of
cover crop mixture and soil resource availability terminated with winter-kill or rolling provided
beneficial effects, and these effects were observed in only spring barley of experiment 1.
Among these 4 combinations, 3 corresponded to 8-species non-legume-based cover crop
mixtures, i.e. the most weed suppressive cover crop mixtures observed by Rouge et al. (2022)
during the fallow period. Considering climate change will most likely decrease the amount
and/or evenness of precipitation during the summer period, decrease the number of frost days
and their intensity during the winter, and increase uncertainties in weather forecasting, we argue
that weed management in glyphosate-free no-till systems cannot only rely on cover crops as
concluded by other authors (Dorn et al., 2013; Grint et al., 2022a; Mischler et al., 2010), even
when cover crop management (cover crop composition, fertilisation, irrigation) aims to
optimise cover crop development. As a matter of fact, over the two experiments, we observed
only one combination of cover crop management providing a beneficial carry-over effect in
both subsequent spring and winter crops, and this combination was terminated with herbicide-
use. Besides, this combination was neither the most weed suppressive nor the most productive
cover crop mixture in terms of cover crop biomass during the fallow period (Rouge et al., 2022).

Our results also question the importance of cover crops for weed management in the subsequent
crops. According to some studies, cover crops have to reach at least 8 t ha (Ashford and
Reeves, 2003; Mirsky et al., 2013; Wallace et al., 2017) to 10 t ha™* (Ranaivoson et al., 2018)
of dry matter to provide a significant weed suppressive mulch effect. In most pedoclimatic
conditions, such levels of cover crop biomass can only be reached by highly competitive and
tall cover crop species which over-winter and continue their growth in early spring (Baraibar et
al., 2018a). Reaching such a high level of cover crop biomass is nearly impossible with existing
species and cultivars, particularly considering the short time frame available for cover crop
growth during the autumn period, as it was the case in our study. To enlarge the cover crop
growing time period, enhance cover crop biomass and limit nitrate leaching (Thomsen and
Hansen, 2014), farmers could consider relay cropping by broadcasting cover crop seeds before
harvest of the preceding crops (St Aime et al., 2021). However, attention should be paid to
cover crop species to avoid cover crop-crop competition (Evans et al., 2016).

As previously mentioned, weed management in no-till systems cannot only rely on the weed
suppressive effect of cover crops observed during the autumn period, and we argue that the
return on investment of implementing cover crop and enhancing its growth with optimised
management could be low in no-till and herbicide-free systems. Cover crops have to be
combined with other weeding strategies to effectively reduce in-crop weed pressure in no-till
and herbicide-free systems (Colbach and Cordeau, 2022; Fogliatto et al., 2020).
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Using waterproof silage tarp in experiment 2 between the subsequent spring and winter crops
was not a suitable weeding strategy, contrary to the conclusions drawn by Lounsbury et al.
(2022), since weed biomass in linseed significantly increased compared to weed biomass in the
previous spring barley. In addition, this tool is restricted to small plots and high value cash
crops, such as vegetables. Further studies on different crops, pedoclimates, and rotations are
required to confirm the generalisability of our conclusions. For instance, the weed suppressive
effect of cover crops could be more important in diversified crop rotations, showing effects on
both spring and winter crops, and with long fallow periods which favour the ability of cover
crops to produce large amounts of biomass (Anderson, 2015). In addition to field experiments,
simulations with mechanistic models (Colbach et al., 2021) of various crop successions
integrating or not cover crops over many years and across diverse environmental conditions
(e.g. soil, climate, weed flora) could be explored. These simulations could provide additional
clues on the relative importance of cover crops for weed management and their impacts on crop
productivity, particularly in no-till and herbicide-free cropping systems (Colbach and Cordeau,
2022).

5 CONCLUSION

The carry-over effects of cover crop management were investigated on two different fields in
two different years by manipulating cover crop mixtures, soil resource availability at cover crop
sowing (irrigation and nitrogen fertilisation) and cover crop termination methods. Our study
showed that weeds in the subsequent crops and crop productivity were affected by multiple
interactions between cover crop mixture, soil resource availability, cover crop termination
method and experiment. The weed suppressive effect of cover crops observed during the cover
crop period did not effectively carry-over to the subsequent crops, or was weak and unstable
across crop succession. Cover crop termination method was the main driver of weed biomass
in the subsequent crops, and weed biomass the main driver of reduced crop productivity.
Herbicide-terminated cover crops generally achieved lower weed biomass in crops and higher
crop productivity. Nevertheless, implementing cover crop and enhancing its growth with
nitrogen fertilisation at cover crop sowing did not generally decrease weed biomass and
increase crop productivity to a greater extent than leaving an unfertilised, non-irrigated bare
soil terminated with winter-kill. This study highlights that cover crops may not play an essential
role for weed management in no-till and herbicide-free systems, particularly at low levels of
cover crop biomass production. Further replications over a broader range of pedoclimatic
conditions should allow us to confirm this conclusion. Finally, while some cover crop mixtures
could supply nitrogen to the subsequent crops, inefficient termination of weeds at cover crop
termination allowed them to compete with the crop for this resource, and potentially mitigate
the positive effect of cover crops. For this reason, studies focusing on cover crop carry-over
effects on the subsequent crop should focus on disentangling the mechanisms responsible for
beneficial and/or detrimental cover crop carry-over effects, such as weed suppression, nitrogen
supply or nitrogen immobilisation.
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Supplementary materials

Supp. Fig. 2.1. Cover crop mixture, soil resource availability, cover crop termination method and their interactive effects on crop productivity and

weed biomass in a subsequent two-year crop sequence (in orange).

Cover crops were followed by spring and winter crops conducted without fertilisation nor weeding in no-till. We hypothesised that cover crop
management could affect the productivity of the subsequent crops through both weed suppression (i.e. which affects weed-crop competition (1))
and cover crop nitrogen supply (2). Cover crop management effects on crop productivity and weeds in the subsequent crops were related to cover

crop and weed biomass and nitrogen content measured in autumn (in green).
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Supp. Fig. 2.2. Distribution of monthly rainfall (mm, blue) and average monthly temperatures (°C, orange) over both experiment 1 (2016-2018)

and 2 (2017-2019) time periods.

Timing of cover crop termination, crop sowing and crop harvest are indicated with dashed arrows for experiment 1 (framed in red) and 2 (framed

in turquoise). Experiment 1 and 2 were conducted in different fields of the same experimental station equipped by a unique weather station.
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Supp. Table 2.1. Cover crop species and seeding rates, used in 2 or 8 cover crop species
mixtures including (leg+) or not (leg-) leqgumes in experiment 1 (2016-2018) and 2 (2017-2019).
Seeding rates were computed as number of seeds m = [seeding rate in pure stand / number of
species in the mixture * (1000/Thousand-seed weight)] majored by 15%. Winter grasses in
experiment 1 were replaced by summer grasses in experiment 2 to avoid grass volunteers in the
subsequent crop.

Seeding rate Recommended Thousand-
(number of seeds m?) seeding rate in  seed weight
pure stand (g 1000
Experiment 1 Experiment 2 (g m2)t seeds™)
Botanical Cover crop species
2leg- 2leg+ 8leg- 8leg+ 2leg- 2leg+ 8leg- 8leg+
family (latin name) g g 9 9 g g g g
Poaceae Black oat
. 68 17 2 16.9
(Avena strigosa)
Wi . Multicaul
inter rye cv. Multicaule 286 7 o7 8 161
(Secale cereale)
Sorghum
g . 33 8 15 26.3
(Sorghum bicolor)
Foxtail millet cv. Early bird
X I. .I . Y yol 351 88 88 2.5 4.1
(Setaria italica)
Fabaceae Common vetch cv. Nacre
- . 43 11 43 11 4 54
(Vicia sativa)
Berseem clover cv. Tabor
.- . 90 90 25 4
(Trifolium alexandrinum)
Faba bean cv. Irena
. 3 3 10 490
(Vicia faba)
Brown hem
w . p 14 14 35 36.8
(Crotalaria juncea)
Brassi B tard cv. Vitami
rassicaceae rown_mu_s ard cv. Vitamine 25 25 25 25 05 20
(Brassica juncea)
Fiel . Chi
ield rpustard cv. Chicon 45 45 45 45 L 3.2
(Brassica rapa)
Others Lacy phacelia
. et 288 72 288 72 1 2
(Phacelia tanacetifolia)
Niger seed cv. Regyne
o . 42 42 42 42 1 3.4
(Guizotia abyssinica)
Buckwh .H
uckwheat cv. Harpe 99 22 3 20
(Fagopyrum esculentum)
Linseed cv. Omegalin
g 38 38 2 75

(Linum usitatissimum)

1 (Thomas and Archambeaud, 2016)
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Supp. Fig. 2.3. Experimental design replicated in experiment 1 and 2 in two different fields.

The experiments were set-up following a split-split-split plot design with cover crop mixtures as the only randomised factor (bare: bare soil; 2leg- :
2 cover crop species without legumes; 8leg-: 8 cover crop species without legumes; 2leg+: 2 cover crop species including a legume; 8leg+: 8 cover
crop species including legumes). All three blocks were first divided in half with the upper part being fertilised (Fertilisation = 30 kg N ha') and
the lower part being unfertilised (No fertilisation = 0 kg N ha*) at cover crop sowing. Blocks were then divided perpendicularly to introduce the
irrigation factor (Irrigation = 40 mm at cover crop sowing and No irrigation = 0 mm). The irrigation ramp covered the width of a whole block so
was positioned in between two blocks, resulting in an alternating irrigation pattern across the experiments. The two nitrogen strips spanning the
whole experiment were divided into three, one for each cover crop termination method (winter-kill control, rolling and herbicide-use). Finally, the
four cover crop mixtures and bare soils were randomly allocated to five 10 m2 plots within each combination of block, fertilisation, irrigation and
cover crop termination method, resulting in 60 combinations repeated 3 times across a total of 180 plots.
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Supp. Fig. 2.4. Relationship between crop grain yield at maturity and crop biomass at flowering
in a) spring barley and b) winter linseed for both experiment 1 (2016-2018) and 2 (2017-2019).
Regression lines were obtained with the linear model method of the function geom_smooth
available in the R ‘ggplot2’ package (Wickham et al., 2023). R-squared (R?) calculated with the
function stat poly eq of the R ‘ggplot2’ package are indicated in bold.
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Supp. Table 2.2. Identification of the most parsimonious random effect structure for the analysis
of weed biomass in crops, crop grain yields, and crop grain yield residuals regressed against
cover crop mixture, fertilisation, irrigation, cover crop termination method, experiment and all
the interactions between the five latter.

For each response variable, five plausible random effect structures (described from #1 to #5)
were compared based on the Akaike’s Information Criterion (AIC) and the model with the
lowest AIC (in bold) was retained for analysis.

Spring barley Winter linseed

Random Weed Crop Crop grain Weed Crop  Crop grain

structures biomass  grain yield biomass  grain yield
yield  residuals yield residuals

#1 3589 3007 3356 3803 3115 3115

#2 3592 3003 3357 3804 3121 3121

#3 3593 3000 3356 3803 3119 3119

#4 3585 3006 3350 3799 3101 3101

#5 3588 2982 3306 3801 3099 3099

random structure #1. split-split-plot model with main factor = irrigation, subplot factor =
fertilisation, subplot factor = termination and cover crop completely randomised with
block:irrigation:fertilisation:termination: (1lyear:block)+(1|year:block:irrigation)
+(1]year:block:irrigation:fertilisation) +(1|year:block:irrigation:fertilisation:termination).

random structure #2. split-split-plot model with main factor = fertilisation, subplot factor =
irrigation subplot factor = termination and cover crop completely randomised with
block:irrigation:fertilisation:termination: (1|year:block)+(1|year:block:fertilisation)
+(1|year:block:fertilisation:irrigation) +(1|year:block:fertilisation:irrigation:termination).

random structure #3. triple entry split-plot model with all fertilisation, irrigation and termination
strips specified, and cover crop completely randomised with
block:irrigation:fertilisation:termination:
(1|year:block)+(1|year:block:irrigation)+(1|year:block:fertilisation)+(1|year:block:irrigation:fe
rtilisation)+(1|year:block:fertilisation:termination)+(1|year:block:irrigation:fertilisation:termin
ation.

random structure #4. spatial exponential autocorrelation structure for each experiment:
exp(pos+0|year).

random structure #5. spatial exponential autocorrelation structure for each block of each
experiment: exp(pos+0|year:block)+(1|year:block).
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Supp. Table 2.3. Identification of the most parsimonious random effect structure for the analysis
of weed biomass regressed against total autumn cover crop and weed biomass, cover crop
termination method, experiment and all the interaction between the three latter, and crop grain
yields regressed against total autumn cover crop and weed nitrogen content, cover crop
termination method, experiment and all the interactions between the three latter.

For each response variable, five plausible random effect structures (described from #1 to #5,
see Supp. Table 2) were compared based on the Akaike’s Information Criterion (AIC) and the
model with the lowest AIC (in bold) was retained for analysis.

Spring barley Winter linseed
Weed Crop grain yield Weed Crop grain yield
biomass biomass
#1 3564 3181 3743 3034
#2 NA 3183 3742 3035
#3 3567 3179 3744 3038
#4 3557 3184 3737 3002
#5 3562 3184 3741 3008

122



Supp. Fig. 2.5. Variations of a) yield of the preceding winter wheat and b) soil resistivity of the top 50 cm soil layer in 1) experiment 1 and 2)

experiment 2.

1b)

1a)

The map covers the 180 experimented plots. The electrical resistivity measurements were made with an ARP (Automatic Resistivity Profiler,

©Geocarta).
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Supp. Table 2.4. ANOVA table (type 11l Wald Chi-Square tests) highlighting the effect of

experiment (exp, as factor), cover crop termination method (term), total autumn cover crop and

weed biomass (total bio) and all possible interactions between these three factors on weed

biomass in crops.

Results were obtained with generalised linear mixed effect models. Significant p-values at p <

0.05 are highlighted in bold.

Spring barley

Winter linseed

Factors Weed biomass

Weed biomass

x> Df p-value

x> Df p-value

exp 20.5
term 528
total bio 6.08
exp:term 2.62
exp:total_bio le-04

term:total_bio 3.35
exp:term:total_bio 2.87

1 <0.0001
2 <0.0001

0.01
0.27
0.99

0.19
0.24

76.2
64.0
4.06
13.7
0.30
0.06

3.22

1 <0.0001
2 <0.0001
1 0.04

2 0.001
1 0.59

2 097

2 020
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Supp. Fig. 2.6. Relationships between total autumn cover crop and weed biomass measured at cover crop sampling (Total fall biomass (CC+weeds))

and a) weed biomass in spring barley (g of dry matter (DM)/m?) and b) weed biomass in winter linseed (g DM/m?).

The effect of the cover crop (CC) termination method was simply distinguished graphically. Predictions were based on the regression of in-crop
weed biomass against total autumn cover crop and weed biomass with generalised linear mixed effect models with tweedie families and log links.
The regression lines show an average value (i.e. population level slope).
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Supp. Table 2.5. ANOVA table (type 11l Wald Chi-Square tests) highlighting the effect of

experiment (exp, as factor), cover crop termination method (term), total autumn cover crop and

weed nitrogen content (total N) and all possible interactions between these three factors on

crop grain vyields.

Results were obtained with generalised linear mixed effect models.
Significant p-values at p < 0.05 are highlighted in bold.

Spring barley Winter linseed
Factors Crop grain yield  Crop grain yield

X2 Df p-value X2 Df p-value
exp 106 1 <0.0001 523 1 0.02
term 367 2 <0.0001 40.2 2 <0.0001
total N 239 1 <0.0001 0.10 1 0.75
exp:term 89.7 2 <0.0001 235 2 <0.0001
exp:total_N 125 1 0.0004 171 1 0.19
term:total_N 0.77 2 0.68 597 2 0.05
exp:term:total N  3.69 2 0.16 247 2 0.29
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Supp. Fig. 2.7. Relationships between total autumn cover crop and weed nitrogen content
measured at cover crop sampling and spring barley grain yield (g/m?, at 0% grain moisture) in
experiment 1 and 2.

The effect of the cover crop (CC) termination method was simply distinguished graphically.
Predictions were based on the regression of spring barley grain yield against total autumn cover
crop and weed nitrogen content (Total fall nitrogen content (CC+weeds)), experiment and the
interaction between the two latter with a generalised linear mixed effect model with a tweedie
family and a log link. The regression lines show an average value (i.e. population level slope).
Slopes sharing the same letter are not significantly different at p < 0.05. Slopes significantly
different from zero are indicated with an asterisk.
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Weed biomass in winter linseed (g DM/m?)
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Supp. Fig. 2.8. Effect of cover crop mixtures, nitrogen and water resources at cover crop sowing

and cover crop termination methods on weed biomass in winter linseed (g of dry matter

(DM) m™).

N-: no nitrogen fertilisation, N+: 30 kg N ha at cover crop sowing; W-: no irrigation, W+: 40
mm at cover crop sowing; bare: bare soil; 2leg-: 2 cover crop species without legumes; 8leg-:
8 cover crop species without legumes; 2leg+: 2 cover crop species including a legume; 8leg+:
8 cover crop species including legumes. Each combination of cover crop mixture, nitrogen,
water and cover crop termination method was statistically compared to the reference (i.e. bare
soil, N-:W-, winter-kill). Boxplots highlighted with an asterisk differed from the reference (p-

value < 0.05). Filled boxplots highlight lower values than the reference.
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Winter linseed grain yield (g/m?)

Supp. Fig. 2.9. Effect of cover crop mixtures, nitrogen and water resources at cover crop sowing
and cover crop termination methods on winter linseed grain yield (at 0% grain moisture).

N-: no nitrogen fertilisation, N+: 30 kg N ha* at cover crop sowing; W-: no irrigation, W+: 40
mm at cover crop sowing; bare: bare soil; 2leg-: 2 cover crop species without legumes; 8leg-:
8 cover crop species without legumes; 2leg+: 2 cover crop species including a legume; 8leg+:
8 cover crop species including legumes. Each combination of cover crop mixture, nitrogen,
water and cover crop termination method was statistically compared to the reference (i.e. bare
soil, N-:W-, winter-kill). Boxplots highlighted with an asterisk differed from the reference (p-
value < 0.05). Filled boxplots highlight higher values than the reference.
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Winter linseed grain yield residuals (g/m?)

-60

Supp. Fig. 2.10. Effect of cover crop mixtures, nitrogen and water resources at cover crop
sowing and cover crop termination methods on winter linseed grain yield residuals.

Winter linseed grain yield residuals were extracted from the regression of winter linseed grain
yield against weed biomass in winter linseed. N-: no nitrogen fertilisation, N+: 30 kg N ha* at
cover crop sowing; W-: no irrigation, W+: 40 mm at cover crop sowing; bare: bare soil; 2leg-:
2 cover crop species without legumes; 8leg-: 8 cover crop species without legumes; 2leg+: 2
cover crop species including a legume; 8leg+: 8 cover crop species including legumes. Each
combination of cover crop mixture, nitrogen, water and cover crop termination method was
statistically compared to the reference (i.e. bare soil, N-:W-, winter-kill). Boxplots highlighted
with an asterisk differed from the reference (p-value < 0.05). Filled boxplots highlight higher
values than the reference.
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Supp. Fig. 2.11. Relationships between total autumn cover crop and weed nitrogen content
measured at cover crop sampling and winter linseed grain yield (g/m?, at 0% grain moisture)
for each cover crop termination method.

Predictions were based on the regression of winter linseed grain yield against total autumn cover
crop and weed nitrogen content (Total fall nirogen content (CC+weeds)), cover crop (CC)
termination method and the interaction between the two latter with a generalised linear mixed
effect model with a tweedie family and a log link. The regression lines show an average value
(i.e. population level slope). Slopes sharing the same letter are not significantly different at
p < 0.05. No slope was significantly different from zero.
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CHAPITRE 3 : IDENTIFICATION ET QUANTIFICATION DES
PROCESSUS SOUS-JACENTS A LA REGULATION BIOLOGIQUE DES
ADVENTICES PAR LES COUVERTS D’INTERCULTURE DANS UNE
CULTURE SUIVANTE

Pour ce chapitre, j’ai mené une expérimentation au champ en collaboration avec le prestataire
de services Antedis durant la deuxieme année de ma thése.
J’ai ensuite mené I’analyse des données de ce chapitre et rédigé 1’article scientifique
correspondant durant la troisieme année de ma these.

©E.Gaujour.& J.-P. Guillemin o
4 Photo aérienne des couverts d’interculture prie
sur I’un des trois sites de I’expérimentation menée dans la thése.

Un article correspondant a ce chapitre est en préparation pour une soumission prochaine dans
le journal Field Crops Research.

Disentangle the mechanisms underlying cover crop carry-over effects on weed-crop
interaction

Alicia Rouge * ®, Hugues Busset ®, Annick Matejicek ®, Carole Reibel ®, Frédéric Lombard ®,
Eric Pimet®, Eric Vieren®, Delphine Moreau °, Jean-Philippe Guillemin °, Stéphane Cordeau ®

& AgroParisTech, F-75005 Paris, France

b Agroécologie, INRAE, Institut Agro, Univ. Bourgogne, Univ. Bourgogne Franche-Comté, F-
21000 Dijon, France
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RESUME DE L’ARTICLE ET MESSAGES CLES DU CHAPITRE 3

Contexte

Les couverts d’interculture peuvent réguler les adventices dans une culture suivante directement
par effet mulch dans des systémes sans travail du sol et indirectement par la fourniture d’azote,
qui peut affecter la compétition entre la culture et les adventices. En revanche, les effets de ces
processus n’ont jamais été démélés dans les études. Comprendre et quantifier les mécanismes
de régulation biologique des adventices dans la culture suivante est essentiel pour gérer au
mieux les couverts d’interculture en fonction des services attendus.

Question de recherche et hypothéses

Quels sont les processus a 1’origine de la régulation biologique des adventices dans la culture
suivante et dans quelle mesure affectent-ils la productivité de la culture ?

(1) Les couverts d’interculture composés uniquement de non-légumineuses favorisent 1’effet
mulch des couverts sur les adventices de la culture suivante mais peuvent réduire la
disponibilité en azote pour la minéralisation de leurs résidus.

(2) Les couverts d’interculture composés uniquement de légumineuses favorisent la fourniture
d’azote a la culture suivante.

(3) Les couverts d’interculture associant Iégumineuses et non-légumineuses ont des niveaux de
production de biomasse plus ¢€levés, des ratio C/N intermédiaires et une quantité d’azote
plus ¢élevée que les couverts d’interculture composés uniquement de légumineuses ou de
non-légumineuses, favorisant a la fois la répression des adventices par effet mulch et la
fourniture d’azote dans la culture suivante.

(4) L’importance de chacun des deux processus de régulation biologique des adventices dans
la culture suivante varie en fonction de la composition des couverts.

Matériel et méthodes

Interculture > Culture suivante n >
Adventices : ém
Densité 'tcft",'aj,se "
Biomasse Qu;n |de azote
Quantité d’azote en em’etnt
Taux protéique
Composition des .
couverts d’interculture Variable
Mulch : mesurée
Biomasse \‘
Facteur
Quantité d’azote ( ( expérimental

Ratio C/N

Niveau d’azote Azote minéral
du sol

Figure 30. Identification et quantification des processus a 1’origine de la régulation biologique
des adventices dans la culture suivante.
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Dans la deuxiéme expérimentation au champ de la these, trois compositions de couvert
d’interculture (NL, L, NL/L, Tab. 2) et un sol nu ont été implantés a 1’été 2021 sous deux
niveaux contrastés de ressources en azote (0 et 50 kg d’azote ha) et sur trois sites différents.
Les effets seuls et en interaction du site, de la composition des couverts d’interculture et
du niveau de ressources en azote sur le mulch restitué a destruction des couverts, les adventices
de la culture d’orge de printemps suivante et la productivité de cette culture ont été analysés
(Fig. 30). Puis des liens entre les variables de mulch, de quantité d’azote minéral du sol, des
adventices et de la culture suivante ont été identifiés et quantifiés pour analyser I’importance
des processus de régulation biologique des adventices (i.e. effet mulch et fourniture d’azote)
dans chaque composition de couvert (Fig. 30). L’orge de printemps a été conduite en semis
direct, sans désherbage, ni fertilisation, ni irrigation pour maximiser I’observation d’effets liés
aux couverts d’interculture.

Résultats et discussion

Malgreé I’absence de travail du sol, de désherbage, de fertilisation ou encore d’irrigation dans
I’orge de printemps, les effets des couverts d’interculture dans la culture suivante se sont encore
une fois avérés tres faibles (chapitre 2). Les couverts d’interculture ont principalement affecté
la productivité de la culture suivante via la fourniture d’azote (sur deux sites). La biomasse
produite par les couverts en interculture n’était probablement pas suffisante et la persistance
des résidus détruits par broyage et herbicides probablement trop faible pour observer un effet
mulch sur la biomasse adventice. La fourniture d’azote a été favorisée par les 1égumineuses sur
un site et par les non-légumineuses sur un autre. Ainsi, aucune de nos hypotheses ne peut étre
completement validée. En raison des réponses contrastées des couverts de légumineuses et de
non-légumineuses aux différentes conditions pédoclimatiques des sites, associer les deux types
fonctionnels dans un couvert a permis d’améliorer la productivité de la culture suivante et
réduire la pression adventice sur chacun des trois sites. Davantage de réplications de cette
expérimentation dans une plus grande diversité de contextes pédoclimatiques sont nécessaires
pour augmenter la généricité des résultats.

Messages clés

» Le mulch de couvert d’interculture a réduit la densité mais pas la biomasse adventice de la
culture suivante que sur un site.

> Les couverts d’interculture ont amélioré la productivité de la culture suivante via la
fourniture d’azote sur deux sites.

» L’azote a été fourni par les Iégumineuses sur un site et par les non-légumineuses sur I’autre.

» Associer des légumineuses et non-légumineuses dans le couvert a donné la meilleure
productivité de la culture et la plus faible pression adventice sur chaque site.

» Davantage de répétitions dans différents contextes pédoclimatiques sont nécessaires pour
confirmer les résultats.
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GRAPHICAL ABSTRACT
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ABSTRACT

Cover crops have been shown to either suppress weeds or supply nitrogen in the subsequent
crop in no-till systems with positive effects on crop productivity. However, the relative
importance of these effects on crop productivity remains a knowledge gap. The objectives of
this study were to quantify the effects of cover crops on a subsequent crop, weeds and their
interaction, and disentangle the main underlying mechanisms of cover crop carry-over effects,
i.e. weed suppression and/or nitrogen supply. A field study was conducted in three sites
differing in soil characteristics and weather conditions in eastern France. Three cover crop
mixtures, i.e. either legume cover crop mixture (hairy vetch and purple vetch), non-legume
cover crop mixtures (white mustard and lacy phacelia) or cover crop mixtures of legume and
non-legume species (association of the four latter species), and a bare soil control were
implemented in summer 2021 under contrasted levels of soil nitrogen availability at cover crop
sowing (0 and 50 kg N hal of ammonium nitrate). Cover crop and nitrogen fertilisation
treatments were implemented to create gradients of mulch biomass, nitrogen quantity and
C/N ratio at cover crop termination. The cover crop carry-over effects were revealed in a
subsequent spring barley, no-till sown after cover crop termination with mowing and
glyphosate. Weed density at crop vegetative and flowering stages, crop biomass, crop nitrogen
quantity and crop nitrogen nutrition index at flowering and crop yield at maturity mainly varied
by site and cover crop treatments but weed biomass and weed nitrogen quantity at crop
flowering did not. Cover crop generally did not suppress weeds in the subsequent crop but
improved crop productivity through nitrogen supply. Cover crop mixtures of legume and non-
legume species gave the best income in each site of the study, i.e. higher crop productivity and
lower weed pressure. Further studies investigating cover crop carry-over effects in the
subsequent crop should focus on disentangling the mechanisms affecting crop productivity in
various pedoclimatic conditions to test the genericity of our results.

Keywords: competition, nitrogen supply, weed suppression, mulch, structural equation
modelling
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1 INTRODUCTION

Herbicides and fertilisers are used in arable cropping systems to control weeds and favour crop
growth, but their usage need to be reduced for environmental, biodiversity or human health
issues. Cover crops, i.e. plants cultivated during the period between two main cash crops, could
be an interesting tool to reduce the reliance of herbicides (through enhanced weed suppression)
and nitrogen fertilisers (through nitrogen supply) in arable cropping systems, as synthesised in
many recent literature reviews (Blanco-Canqui et al., 2015; Lavergne et al., 2021; Quintarelli
etal., 2022; Shackelford et al., 2019). However, these effects remain highly variable depending
on cover crop composition (number of species, and functional characteristics), sowing and
termination dates and methods, or soil resource availability (Nichols et al., 2020b; Rouge et al.,
2023).

In the vast majority of studies, cover crops have been shown to suppress weeds during the cover
cropping period (Baraibar et al., 2018a; Rouge et al., 2022; Teasdale et al., 2007), but their
effects in the subsequent crop are more variable (Nichols et al., 2020b). Cover crops left as dead
mulches on the soil surface have been shown to reduce weed biomass or density in a subsequent
crop (Campiglia et al., 2010; Osipitan et al., 2018; Wayman et al., 2014). This effect can be due
to the ability of cover crop mulch to reduce weed germination in the subsequent crop through
a reduction of light quantity and quality and modified temperature and humidity on the soil
surface (Teasdale and Mohler, 2000), and/or the release of allelopathic compounds (Scavo and
Mauromicale, 2021). Cover crop mulch can then reduce weed emergence if the cover crop
mulch is thick enough to create a physical barrier (Teasdale and Mohler, 2000). Previous studies
have shown that the higher mulch biomass and persistence, the higher weed suppression in the
subsequent crop (Mirsky et al., 2013; Osipitan et al., 2018).

Depending on the species chosen to compose the cover crop, cover crop residues could affect
differently soil mineral nitrogen quantity through mineralisation and/or immobilisation (Chen
et al., 2014). Previous studies have shown that cover crops can improve the subsequent crop
yield (Blanco-Canqui et al., 2015), especially with legume-based cover crops (Adeux et al.,
2021; Marcillo and Miguez, 2017). Legume species are able to symbiotically fix atmospheric
dinitrogen during their growth, thereby increasing soil mineral nitrogen quantity at cover crop
termination due to the low C/N ratio and high nitrogen quantity in their residues (Mdéller et al.,
2008) which enhance nitrogen mineralisation (Vigil and Kissel, 1991). However, the rapid
degradation of legume-based cover crops can reduce the potential cover crop mulch effect on
weeds. Grass and brassica cover crop species are usually related to higher mulch biomass and
persistence than legume species, due to their ability to uptake soil nutrients and grow quickly
and high C/N ratio (Osipitan et al., 2019). However, grass and brassica cover crop species, can
therefore be less efficient to rapidly supply nitrogen for the subsequent crop (Finney et al.,
2016) or can reduce crop yield due to nitrogen immobilisation (Wells et al., 2013).
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Mixing grass or brassica species with legumes in a cover crop mixture is expected to provide
both weed suppression and nitrogen supply in the subsequent crop (Couédel et al., 2019; Finney
et al., 2017). Depending on the proportion of legume and non-legume biomass at cover crop
termination, C/N ratio and nitrogen quantity could vary, and alter differently soil nitrogen
mineralisation (Justes et al., 2009; Shelton et al., 2018) as well as weed suppression. However,
mechanisms underlying cover crop carry-over effects on the subsequent crop productivity,
namely weed suppression and nitrogen supply, were never disentangled in previous studies.
A better quantification of each mechanism could help farmers in their choice when composing
cover crops regarding the ecosystem services expected by cultivating cover crops.

The objective of this study was to quantify the effects of cover crops on a subsequent crop,
weeds and their interaction, and disentangle the main mechanisms underlying cover crop carry-
over effects (Fig. 3.1). We first hypothesised that (i) non-legume cover crops will favour weed
suppression in the subsequent crop, but could negatively affect soil nitrogen availability through
nitrogen immobilisation. The consequences on crop productivity may vary depending on the
balance between both effects. We also hypothesised that (ii) legume cover crops will promote
nitrogen supply in the subsequent crop. The positive consequences on crop productivity and
quality may depend on weed biomass. Finally, we hypothesised that (iii) mixing legume and
non-legume cover crop species result in higher mulch biomass, intermediate C/N ratio and
higher nitrogen quantity in residues (compared to legume-only or non-legume-only cover
crops). Such mixtures may therefore combine positive effects on the subsequent crop
productivity and quality, through both weed suppression and nitrogen supply.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Site characteristics

The study was conducted in three different sites of the Burgundy region, France, from the
summer of 2021 until the summer of 2022. The fields were located at Corbigny (47°14'51.8"N
3°3721.4"E), Gemeaux (47°27'35.4"N 5°07'46.5"E) and Simandre (46°36'25.8"N
5°00'51.8"E), and are further denoted site 1, site 2 and site 3, respectively. The sites were
selected to explore different soil characteristics (Supp. Table 3.1) and weather conditions (Supp.
Fig. 3.1).

2.2  Study set-up

The experimental set-up was the same in all three sites. Following the harvest of a winter wheat,
three cover crop mixtures and a bare soil control were implemented during the fallow period,
and their effects were revealed in a subsequent spring barley. The cover crop mixtures were
either legume cover crop mixtures (L) composed of hairy vetch (Vicia villosa Roth) and purple
vetch (Vicia benghalensis L.), non-legume cover crop mixtures (NL) composed of white
mustard (Sinapis alba L.) and lacy phacelia (Phacelia tanacetifolia Benth.) or cover crop
mixtures of legume and non-legume species (NL/L) composed of the four latter species.
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Figure 3.1. Objectives of the study.

(Q.1) quantify the effects of cover crop (CC) composition, nitrogen (N) fertilisation and their interaction in contrasted pedoclimatic conditions
(Site) on the subsequent crop productivity and quality (biomass, nitrogen (N) quantity and nitrogen nutrition index (NNI) at crop flowering, and
yield and grain protein rate at crop maturity), weed density at crop vegetative stage (early weed density), weed biomass, nitrogen (N) quantity
and density at crop flowering (late weed density), and crop-weed interaction (relationship between crop and weed biomass), and (Q. 2)
disentangle the main underlying mechanisms of these effects, i.e. the effect of mulch biomass (total cover crop and weed biomass) on weeds, and
the effect of potential soil nitrogen availability (mulch C/N ratio, nitrogen (N) quantity and soil mineral nitrogen measured before crop sowing)
on crop, weeds, and their interaction.
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Cover crops were sown in summer 2021 (see the dates for each site in Supp. Table 3.2), at their
pure stand densities divided by the number of species in the cover crop mixture and majored by
50% (Supp. Table 3.3). Two levels of nitrogen fertilisation (ON: 0 kg N ha; 50N: 50 kg N ha*
of ammonium nitrate) were applied once, at cover crop sowing, to contrast soil nitrogen
availability.

Cover crop composition and nitrogen fertilisation were used to create a gradient of cover crop
biomass at cover crop termination and nitrogen release in the subsequent crop. Non-legume
species are expected to increase their biomass with increased soil nitrogen availability, pre-
empting soil resources quickly. The high biomass and C/N ratio of non-legume cover crop
mixtures is expected to reduce weed density and biomass in the subsequent crop through a
mulch effect (i.e. physical barrier and/or nitrogen immobilisation). Legume species are
expected to increase their biomass and nitrogen quantity in their tissues by symbiotically fixing
atmospheric dinitrogen during their growth when soil nitrogen availability is low. The high
nitrogen quantity in legume cover crop mixtures is expected to increase soil nitrogen
availability after cover crop termination, thereby increasing the subsequent crop productivity
and quality through a nitrogen supply effect. Mixing legume and non-legume species is
expected to improve both weed suppression and nitrogen supply in the subsequent crop, thereby
enhancing crop productivity and quality.

The study was set-up following a completely randomised design repeated four times in each
site (Supp. Fig. 3.2). Each of the eight combinations of cover crop and nitrogen fertilisation
treatment was allocated to a 15 m? plot and replicated two times per experiment, resulting in
64 plots per site (Supp. Fig. 3.2).

Herbicide (i.e. cycloxydime (200 g L) at 1.6 L ha™) was sprayed once at early cover crop stage
to kill the winter wheat volunteers, and ensure cover crop establishment. Cover crop were
terminated with a mower and herbicides (i.e. glyphosate (360 g L) at 2 L ha) to ensure
termination of all plants before spring barley sowing. Spring barley (Hordeum vulgare L.,
cv. Planet, at 180 kg ha!) was direct seeded and conducted without fertilisation, irrigation and
in-crop weeding until harvest. All dates of herbicide application, cover crop termination, spring
barley sowing and harvest are reported in Supp. Table 3.2 for each site.

2.3 Plant and soil measurements

Before cover crop termination, the mulch biomass (i.e. total cover crop and weed aboveground
biomass) was sampled. At crop flowering, crop and weed aboveground biomass were sampled
separately. All the samples were collected with two 0.25 m2 quadrats per plot, in all the 64 plots
of each of the three sites. Biomass samples were then oven-dried at 80°C for 72 hours and
weighed.
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Plant nitrogen concentration (g N / g aboveground biomass) was measured (1) in the mulch
biomass (cover crops and weeds pooled) at cover crop termination, and (2) separately in the
crop and weed biomass at crop flowering, using the Dumas method (ThermoScientific™
FLASH 2000 CHNS/O Analyzer) at the plot level (i.e. using the pooled biomass from both
quadrats). Mulch, crop and weed nitrogen quantity were calculated by multiplying nitrogen
concentration (%) by aboveground dry biomass (g DM m) at the plot level.

In order to assess the level of fulfilment of crop nitrogen requirement, crop nitrogen nutrition
index (NNI) was calculated at the plot level following Eq. 1 provided by (Lemaire and Gastal,
1997):

__ %Nmeasured
NNI = == (Eq. 1)

where, %Nmeasured ( N / g biomass) is the nitrogen concentration measured at the plot level in
crop and %Nc (g N / g biomass) is computed as Eq. 2:

%N = 4.76* (DM) % (Eq. 2)
where, DM is the total (crop and weeds) aboveground dry matter (t hal).

Eq. 2 shows the critical nitrogen dilution curve, i.e. the relationship between nitrogen and
biomass accumulation at optimal canopy nitrogen nutrition. Initially developed by Lemaire and
Gastal (1997), the equation was adapted to barley (Zhao, 2014) and to multispecies canopies
(Louarn et al., 2021). Eq. 2 was used when DM values ranged between 1.79 and 13.69 t ha't,
while %Nc = 3.77 when DM values were under 1.79 t ha* (Zhao, 2014).

NNI = 1 indicates optimal crop nitrogen nutrition, while NNI > 1 and < 1 show excess and
deficient nitrogen nutrition, respectively. In our study, a high crop NNI could be due to a high
cover crop nitrogen release and/or a low weed-crop competition for this resource.

The quantity of mineral nitrogen available for plants into the soil was measured before crop
sowing and at crop flowering by foraging the 0-30 and 30-60 cm soil horizons when possible
with three soil cores in every 64 plots in each of the three sites. Soil samples were pooled at the
plot level in each soil horizon and NOs™ concentrations (ppm) were measured two times per soil
sample with a Nitracheck 404 (Fertinnowa, 2017). Soil mineral nitrogen quantity per soil
sample was converted to kg N ha* with the appropriate coefficients found in a reference grid
adapted to soil texture and depth (Challenge-Agriculture, 1999). Soil mineral nitrogen quantity
on the 0-60 cm depth was finally computed as the sum of soil mineral nitrogen quantity
measured in the two horizons (0-30 cm + 30-60 cm).

Weed surveys were done twice in the spring barley, early at crop vegetative stage and later at
crop flowering. Weed density (plants m2) was visually estimated per species following the
methodology developed by Barralis (1976) and summed at the plot level (total weed density)
using the centre of each density class as implemented in many studies since then (Fried et al.,
2009b; Yvoz et al., 2020).
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At crop harvest, crop yield (at 15% humidity) and grain protein rate (%) were measured.

Dates of plant and soil sampling are reported in Supp. Table 3.2 for each site.

2.4  Statistical analysis
Statistical analyses were performed with the R software version 4.0.2 (R Core Team 2020).

The first objective of the study was to quantify in which extent weeds, crop and their interaction
were affected by cover crop and nitrogen fertilisation treatments in the three sites. Thus, weed
and crop response variables (i.e. weed density at crop vegetative stage, weed biomass, weed
nitrogen quantity, and weed density at crop flowering, crop biomass, crop nitrogen quantity and
crop NNI at crop flowering, crop yield and crop grain protein rate at crop maturity) were
regressed against site, cover crop and nitrogen fertilisation treatments, and all the possible
interactions between the three latter. Then, the interaction between crop and weeds was
investigated through the regression of crop biomass against weed biomass, site, cover crop,
nitrogen fertilisation, and all the possible interactions between the four latter. To select the most
parsimonious and converging model that includes at least weed biomass and site, we used the
dredge function available in the R ‘MuMIn’ package (Barton, 2020). The model including weed
biomass, site, cover crop, nitrogen fertilisation, and the two-way interactions between site and
either cover crop or weed biomass showed the lowest AIC and was retained for the analysis
(Supp. Table 3.4).

The second objective of the study was to disentangle the processes underlying cover crop carry-
over effects on weeds, crop, and their interaction. To do so, we first verified that cover crop
composition and nitrogen fertilisation created the expected gradients of mulch biomass and
potential soil nitrogen availability by regressing mulch biomass, nitrogen quantity and C/N ratio
before cover crop termination, and soil mineral nitrogen before crop sowing and at crop
flowering against site, cover crop and nitrogen fertilisation treatments, and all the possible
interactions between the three latter. Then, the hypothetical relationships between mulch
biomass, potential soil nitrogen availability, weeds and crop variables were identified (Supp.
Fig. 3.3). The relative importance of each link between variables was quantify with structural
equation modelling (SEM). To do so, correlations between mulch biomass, nitrogen quantity
and C/N ratio, and soil mineral nitrogen before crop sowing were identified. Then, 11 models
were fit (Supp. Table 3.5), according to our hypothesis of causal effects identified in Supp.
Fig. 3.3. All models were fit with the Imer function available in the R ‘lme4’ package (Bates et
al., 2015), and response variables were log transformed to meet homoscedasticity and normality
criteria. The 11 models were compiled with the psem function available in the
R ‘piecewiseSEM’ package (Lefcheck, 2016). We informed the marginal and conditional R2
coefficients of determination (R2m and R% respectively) for each response variable to identify
the proportion of variation explained by fixed and fixed + random effects, respectively.
Potential result inconsistency across sites were explored by doing the same SEM analysis per
site removing site effects from the random structure (Supp. Table 3.5).
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Table 3.1. ANOVA table (type Il Wald Chi-Square tests) highlighting the effect of site, cover crop treatment (CC), nitrogen fertilisation (N), and

all possible interactions between these three factors on weed density at crop vegetative stage, weed biomass, weed nitrogen (N) quantity and weed

density at crop flowering, crop biomass, crop nitrogen (N) guantity, crop nitrogen nutrition index (NNI) at crop flowering, and crop vield and crop

grain protein rate at crop maturity.

Results were obtained with generalised linear mixed effect models. P-values < 0.05 are highlighted in bold.

At crop vegetative
stage

At crop flowering

At crop maturity

Experimental Weed density Weed density Weed biomass c\xzz?ig/ Crop biomass Crop N quantity Crop NNI Crop yield ;’gzsir?rg;
factors x> Df pvalue | 2 Df pvalue y*> Df pvalue y* Dfp-value| 2 Df pvalue 2 Df pvalue y? Df pvalue| x> Df p-value 2 Df p-value
site 236 2 <0.0001 [579 2 <0.0001 134 2 0.001 590 2 0.05 |214 2 <0.0001 825 2 <0.0001 732 2 <0.0001|301 2 <0.0001112 2 0.004
CC 5.88 3 0.12 561 3 0.13 229 3 0.51 507 3 017 |223 3 <0.0001 174 3 0.0006 541 3 <0.0001|180 3 <0.000130.1 3 <0.0001
N 314 1 0.08 1.78 1 0.18 469 1 003 2351 012 |987 1 0.002 849 1 0.004 930 1 0.002 |582 1 0.02 870 1 0.003
site:CC 260 6 0.0002 |15.1 6 0.02 541 6 049 5483 6 048 |54.0 6 <0.0001 304 6 <0.0001 216 6 0.001 |214 6 <0.0001125 6 0.05
site:N 724 2 0.03 248 2 029 198 2 0.37 1.14 2 057 |1.75 2 0.42 1.08 2 0.58 233 2 0.31 (893 2 001 144 2 0.49
CC:N 155 3 0.67 9.04 3 0.03 106 3 079 053 3 091 |101 3 0.80 0.70 3 0.87 220 3 053 (435 3 0.23 0.27 3 0.97
site:CC:N 120 6 0.06 6.18 6 040 111 6 008 990 6 0.13 [(6.80 6 0.34 220 6 0.90 1.37 6 097 (881 6 018 449 6 0.61
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All the regressions (except for SEM) were done with generalised mixed effect models available
in the R ‘glmmTMB’ package (Brooks et al., 2017), with the family adapted to data
distributions (Supp. Table 3.6) and log links. All linear mixed effect models (i.e. both
glmmTMB and Imer) were performed with a random structure considering the experimental
design of the study: (1|Site) + (1|Site:experiment) + (1|Site:experiment:N) +
(1/Site:experiment:CC) + (1/|Site:experiment:N:CC).

3 RESULTS

3.1  Quantification of cover crop carry-over effects in the subsequent crop

Overall, crop and weed variables were highly affected by site (Table 3.1). Crop and weed
biomass were significantly higher in site 1 than sites 2 and 3. Crop biomass was on average 48
and 147% higher in site 1 than sites 2 and 3, respectively, and weed biomass was on average
186% higher in site 1 than sites 2 and 3.

3.1.1  Weed pressure

Weed density at crop vegetative and flowering stage was affected by the interaction between
site and cover crop treatment, whereas weed biomass was only slightly affected by nitrogen
fertilisation, and weed nitrogen quantity by none of the experimental factors (Table 3.1).

Weed density at crop vegetative stage varied by cover crop treatments only in site 2, and was
the lowest following bare soils and non-legume cover crop mixtures, and the highest following
legume cover crop mixtures (Table 3.2). Weed density at crop flowering varied by cover crop
treatments only in site 3, and was the lowest following cover crop mixtures of legume and non-
legume species, and the highest following bare soils (Table 3.2). Finally, across all sites and
cover crop treatments, weed biomass at crop flowering was lower following fertilised plots
compared to non-fertilised ones (28 and 35 g of dry matter (DM) m™ on average, respectively).

3.1.2  Crop performance

Crop biomass, crop nitrogen quantity and crop nitrogen nutrition index (NNI) at crop flowering,
and crop yield at maturity were all affected by the interaction between site and cover crop
treatment, and to a lower extent by nitrogen fertilisation (in interaction with site for crop yield),
whereas crop grain protein rate was only affected by our treatments as sole factors (Table 3.1).

Crop biomass, nitrogen quantity, NNI and yield varied by cover crop treatments mostly in sites
2 and 3 (Table 3.2). In all sites and cover crop treatments, crop NNI was very low (much lower
than the threshold of 1 corresponding to an optimal nitrogen nutrition) (Table 3.2), meaning
that spring barley experienced a strong nitrogen deficiency following all the cover crop
treatments in each site. Nevertheless, legume cover crop mixtures led to significantly higher
crop NNI than the other cover crop treatments in sites 2 and 3 (Table 3.2).
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Table 3.2. Average (and standard error) weed density at crop vegetative stage and crop flowering, crop biomass (g of dry matter (DM) m2), crop

nitrogen quantity (g of nitrogen (N) m) and crop NNI at crop flowering, and crop vield at crop maturity in each cover crop treatment and sites.

Cover crop treatments sharing the same letter in a site are not significantly different at p-value < 0.05. bare: bare soil control (in brown); L: legume
cover crop mixture (in light green); NL: non-legume cover crop mixture (in yellow); NL/L: cover crop mixture of legume and non-legume species

(in dark green).

At crop vegetative

At crop flowering

At crop maturity

stage
. . . . Crop nitrogen .
Experimental Weed denilty Weed den_szlty Crop blom_?ss quantity Crop NNI Crop y_|2eld
factors (plant m=) (plant m=) (g DM m™) (g N m?) (g m?)
bare 41 (11) a 56 (14) a 663 (39) a 7.6(0.4)a 0.51(0.02) a 266 (14) a
Site 1 L 38 (10) a 62 (15) a 637 (38) a 7.2 (0.4) ab 0.50 (0.02) a 256 (13) ab
NL 50 (13) a 67 (16) a 621 (37) a 6.5(0.4) b 0.47 (0.02) a 236 (12) b
bare 9 3 ¢ 13 (4)a 390(24) b 58(04) b 055(0.02) c 176 (9) c
Site 2 L 24 (7)a 16 (4)a 478 (29) a 79(0.5)a 0.65 (0.02) a 248 (13) a
NL 9 2 c 17 (4 a 391(24) b 55(0.4) b 0.52(0.02) c |203(10) b
bare 8 (2a 159 (41) a 189 (12) c 29(0.3) b 0.45(0.02) b 60 3) d
Site 3 L 8 (2a 111 (30) ab 234 (15) b 41(0.3)a 0.55(0.02) a 89 (B) c
NL 8 (2)a 64 (17) bc 300 (19) a 41(0.3)a 0.45(0.02) b 107 (6) b
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Despite the highest crop NNI following legume cover crop mixtures in sites 2 and 3, crop
biomass, nitrogen quantity and yield were not higher following this cover crop treatment than
following cover crop mixtures of legume and non-legume species (Table 3.2). In site 2, crop
biomass, nitrogen quantity and yield were the highest following cover crop mixtures that
included legume species (i.e. legume cover crop mixtures and cover crop mixtures of legume
and non-legume species) (Table 3.2). In site 3, crop biomass, nitrogen quantity and yield were
the highest following cover crop mixtures that included non-legume species (i.e. non-legume
cover crop mixtures and cover crop mixtures of legume and non-legume species) (Table 3.2).
Nitrogen fertilisation at cover crop sowing slightly increased crop biomass, nitrogen quantity
and NNI in all sites and cover crop treatments, whereas crop yield increased only in site 1.
Finally, crop grain protein rate was 6% higher following legume cover crop mixtures in all sites
(13%) and slightly increased (+0.4%) with nitrogen fertilisation at cover crop sowing.

3.1.3  Cover crop carry-over effects on weed-crop interaction

Crop biomass was mainly affected by interactions between site as well as either weed biomass
or cover crop treatment (Supp. Table 3.7). Weed biomass negatively affected crop biomass in
sites 1 and 2 and slightly positively affected crop biomass in site 3 (Fig. 3.2). The increase of
crop biomass with weed biomass in site 3 was only due to a few combinations of cover crop
treatment and nitrogen fertilisation, the vast majority of the data exhibiting low levels of weed
biomass. Cover crop and nitrogen fertilisation treatments did not affect the slopes of the
relationships between crop and weed biomass within each site. Only intercepts were affected
by cover crop and nitrogen fertilisation treatments in sites 2 and 3. Cover crop mixtures
including legume species showed the highest intercepts in site 2, and cover crop mixtures
including non-legume species showed the highest intercepts in site 3 (Fig. 3.2).

Fiqure 3.2. Relationship Site 1 Site 2 Site 3
between crop and weed
biomass for each combination
of cover crop treatment and
nitrogen fertilisation in each

12504 a* a* b*

Cover crop treatment

site of the experiment. 10004 . bare
Cover crop and nitrogen -t

fertilisation treatments within R N
a site are presented with 7504 A N

Nitrogen fertilisation

different colours and line at cover crop sowing

Crop biomass at crop flowering (g DM/m?)

type, respectively for - N
enhanced visualisation. 5004 a R ~— 50N
Slopes sharing the same letter L2 “ RIS .

between sites are not B ; ' L :
significantly different at p- - A Ty
value < 0.05. Slopes ’ ?f/‘
significantly different from 3.

zero are indicated with an : : ——
asterisk. 50 100 0 20 40 60 O 50 100 150

Weed biomass at crop flowering (g DM/m?)
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3.2  Disentangling the processes underlying cover crop carry-over effects

Overall, mulch variables and soil mineral nitrogen before crop sowing were highly affected by
site (Supp. Table 3.8). Mulch biomass was 27 and 120% higher in site 2 than sites 3 and 1,
respectively, and soil mineral nitrogen 38 and 180% higher in site 2 than sites 1 and 3,
respectively.

3.2.1  Cover crop effects on mulch biomass and soil mineral nitrogen

Mulch biomass, mulch nitrogen quantity, mulch C/N ratio and soil mineral nitrogen before crop
sowing were all affected by the interaction between site and cover crop treatment, whereas none
of the experimental factors affected soil mineral nitrogen at crop flowering (Supp. Table 3.8).
Besides, mulch biomass and nitrogen quantity were affected by the interaction between site and
nitrogen fertilisation, and mulch C/N ratio by the interaction between the three experimental
factors (Supp. Table 3.8). Overall, mulch biomass and mulch nitrogen quantity were the highest
in fertilised cover crop mixtures of legume and non-legume species, and the lowest in bare soils
in each site (Table 3.3).

Table 3.3. Effect of (i) cover crop and nitrogen fertilisation treatments in each site on average
(and standard error) mulch biomass (g of dry matter (DM) m-2), mulch nitrogen (N) guantity
(g of nitrogen (N) m?) and mulch C/N ratio before cover crop termination, and (ii) cover crop
treatment in each site of the study on soil mineral nitrogen (N) (g N m) before crop sowing.

Treatments sharing the same letter within a site are not significantly different at p-value < 0.05.

Experimental factors Mulch biomass Mulch N quantity Mulch_C/N Soilmine_raleefore
(g DM m?) (gNm?) ratio crop sowing (g N m?)
ON| 14 (4 e 036(009) d 10(04) c
bare | son| 24 (6) de  0.64(0.13) 11(04) c 9 ()6
ON| 39 8 d 128(021) c¢  11(04) c
Site 1 L | soN| e6(11) ¢ 1.92(028) ¢  10(04) c d2Ea
NL | ON|146(19) b 4.21(0.49) b 13(05) b 26(3)a
50N | 266 (30) a 6.88 (0.71) a 15(0.6) a '
ON | 129 (18) b 3.91(0.47) b 13(05) b
ON| 99(15) e 1.61(0.25) 18(07) ¢
bare | son |143(19) d  2.55(0.34) 17(07) cd 2o e
L | ON[279(3D) be 8.57(0.83) b 13(0.5) B
Site 2 50N | 351 (37) b 11.0 (L01) a 14 (0.5) :
NL | ON[126(17) de  146(023) 37(1.5) a 2003 ¢
50N | 350 (37) b 398(047) ¢ 40(1.6)a '
ON | 248 (28) ¢ 6.85(0.71) b 16(06) d
ON|115(17) d 137(022) c¢  13(05) c
bare | son | 74(12) e 12200200 ¢ 12(05) ¢ LU ¢
L | ONj200(25) ¢ 6.70 (0.69) a 12(05) ¢ 24(2)a
Site 3 50N | 214 (25) bc 6.43 (0.67) a 12(05) ¢ :
NL | ON[190(23) ¢ 3.80 (0.46) b 21(0.8) a 13(1) be
50N | 283 (31) ab 6.16 (0.65) a 19 (0.8) a '
ON | 246 (28) abc 6.92 (0.71) a 15(0.6) b
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Mulch C/N ratio was generally the highest in non-legume cover crop mixtures, and the lowest
in bare soils and legume cover crop mixtures (Table 3.3). Cover crop mixtures that included
non-legume species resulted in higher mulch biomass and nitrogen quantity than legume cover
crop mixtures in site 1, especially when fertilised (Table 3.3). On the opposite, cover crop
mixtures that included legume species in site 2, resulted in higher mulch biomass and nitrogen
quantity than non-legume cover crop mixtures, especially when not fertilised (Table 3.3). In
site 3, differences among cover crop mixtures were less pronounced (Table 3.3). Finally, soil
mineral nitrogen varied by cover crop treatments only in sites 2 and 3, and showed the highest
values in legume cover crop mixtures, and the lowest in bare soils and non-legume cover crop
mixtures (Table 3.3).

3.2.2  Effects of mulch features and soil mineral nitrogen on weed and crop growth

Correlation analyses between mulch biomass, mulch nitrogen quantity, mulch C/N ratio and
soil mineral nitrogen before crop sowing revealed only one positive correlation between mulch
biomass and mulch nitrogen quantity (Supp. Table 3.9).

Across all sites and treatments, the effects of mulch biomass, mulch nitrogen quantity, mulch
C/N ratio and soil nitrogen availability on crop and weeds were very weak (Fig. 3.3), the
majority of response variables being explained by random factors, i.e. most likely accounting
for differences between sites. Nevertheless, it appeared that weed density at crop vegetative
stage was positively affected by mulch biomass, while mulch biomass did not have any effects
on weeds at crop flowering. Weed nitrogen quantity at crop flowering was negatively affected
by mulch C/N ratio, and strongly positively correlated to weed biomass (Fig. 3.3).

Crop nitrogen quantity and NNI were positively affected by the soil mineral nitrogen measured
before crop sowing, and the two response variables were positively correlated. In addition, crop
NNI was negatively affected by mulch C/N ratio (Fig. 3.3). Finally, at crop maturity, crop yield
was positively affected by crop biomass and crop grain protein rate by crop NNI (Fig. 3.3).

The effects of fixed factors on response variables (R2m) increased when structural equation
modelling was done per site, and contrasted results among sites were observed (Supp.
Table 3.10). In site 1, no cover crop carry-over effect was observed, neither though weed
suppression nor nitrogen supply. The only significant effect observed in this site was the
negative effect of weed biomass on crop biomass (Supp. Table 3.10). In site 2, weed density at
crop vegetative stage increased when mulch biomass increased but this was not the case at crop
flowering. Crop nitrogen quantity and NNI were positively affected by mulch nitrogen quantity
and soil mineral nitrogen measured before crop sowing in this site, and crop biomass was
negatively affected by weed biomass (Supp. Table 3.10). In site 3, weed density at crop
flowering was reduced when mulch biomass increased, but not weed biomass. Crop nitrogen
quantity was positively affected by mulch nitrogen quantity and soil mineral nitrogen, and crop
NNI was positively affected by soil mineral nitrogen measured before crop sowing and
negatively affected by mulch C/N ratio (Supp. Table 3.10).
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Figure 3.3. Identification of the relationships between mulch biomass, mulch C/N ratio and nitrogen quantity, soil mineral nitrogen measured before
crop sowing and at crop flowering, weed density at crop vegetative and flowering stages, weed biomass and nitrogen guantity, crop biomass, crop
nitrogen guantity and NNI at crop flowering, and crop yield and grain protein rate at crop maturity.

Quantification of the relative importance of each relationship with standard estimates are indicated on each arrow. Green, red and transparent
arrows represented positive, negative or non-significant effects (at p-value < 0.05), respectively. The thickness of the arrows showed the importance
of effects. Marginal and conditional R? (R2m and RZ, respectively) representing the effects of fixed and fixed + random factors, respectively, were

given for each response variable.
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4 DiIsCusSION

In our study, cover crop and nitrogen fertilisation treatments created the expected gradients of
mulch biomass, mulch nitrogen quantity and mulch C/N ratio in all the three sites, which
allowed us to test cover crop carry-over effects on the subsequent crop and weed productivity.

4.1 A weak cover crop carry-over effects on weeds in the subsequent crop

In the subsequent crop, we overall did not observed a negative cover crop mulch effect on
weeds, neither on weed biomass nor density, contrary to previous studies (Osipitan et al., 2018).
Only weed density at crop flowering in site 3 was negatively affected by mulch biomass, the
cover crop mixtures that included non-legume species resulted in the highest mulch biomass
and lowest weed density at crop flowering. However, this effect did not translate into lower
weed biomass. In site 1, no cover crop carry-over effect was observed either on weed density
or biomass, probably due to the low mulch biomass production. In site 2, weed density at crop
vegetative stage was slightly and positively affected by mulch biomass, with no effect later
at crop flowering on weed density and biomass.

The overall lack of cover crop mulch carry-over effect on weeds in our study could be due to
low cover crop biomass production (thin mulch) and persistence (low C/N ratio), which were
identified as important factors of weed suppression in previous studies (Baraibar et al., 2018a;
Osipitan et al., 2018; Ranaivoson et al., 2018). Indeed, even if the cover crop mixtures of our
study were composed of fast growing species (i.e. white mustard, lacy phacelia, hairy vetch and
purple vetch) (Tribouillois et al., 2015), mulch biomass generally did not exceed 3 to 4 t ha'
which was probably not enough to ensure a thick dead mulch on the soil surface. In fact, the
studies showing cover crop weed suppressive effects in the subsequent crop reported 8 to
10 t ha of cover crop biomass (Baraibar et al., 2018a; Ranaivoson et al., 2018). Besides in our
study, cover crop termination with mowing and glyphosate probably enhanced cover crop
mulch degradation (Snapp and Borden, 2005), and overrode potential cover crop mulch effects
on weeds.

4.2  Cover crop nitrogen supply was the main driver of the subsequent crop
productivity

Across all sites and cover crop treatments, crop productivity was mostly affected by cover crop
nitrogen supply, not weed pressure. However, cover crop carry-over effects on crop
productivity differed among sites. In site 1, no cover crop carry-over effect was observed on
crop productivity. Crop productivity was only affected by weed biomass, regardless of the
previous cover crop and nitrogen fertilisation treatments. This result could be explained by the
level of soil mineral nitrogen measured at crop sowing which was the same in all the cover crop
treatments, and the low mulch biomass. Besides, legume growth was limited in this site during
the fallow period, which could have limited cover crop nitrogen supply to the subsequent crop.
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In site 2, weeds negatively affected crop productivity to the same extent that cover crop
enhanced crop productivity through nitrogen supply. In this site, legume cover crop species
favoured cover crop nitrogen supply to the subsequent crop as observed by previous studies
(Adeux et al., 2021; Marcillo and Miguez, 2017). In site 3, crop productivity was only and
positively affected by cover crop nitrogen supply. Crop productivity was higher after cover crop
mixtures that included non-legume species contrary to site 2. This suggests that the synchrony
between cover crop nitrogen release and crop nitrogen needs is important to consider as
previously mentioned in other studies (Rouge et al., 2023; Wallace et al., 2017).

4.3  Are cover crops a good option for weed suppression and nitrogen supply in the
subsequent crop?

Non-legume cover crops reduced only weed density, in only one out of the three sites, with no
impact on crop productivity, which fails to support our first hypothesis of an enhanced weed
suppression using non-legume cover crops, and a negative effect on crop productivity through
nitrogen immobilisation. Legume cover crops improved the subsequent crop productivity
through nitrogen supply only in one out of the three sites, and crop productivity was also
negatively affected by weed biomass in this site, which partially validate our second hypothesis
of an enhanced subsequent crop productivity through nitrogen supply using legume cover crops,
and a potential effect in interaction with weed biomass. Last, cover crop mixtures of legume
and non-legume species gave the highest crop productivity in all the three sites mostly through
nitrogen supply, which partially support our hypothesis that these mixtures improve the
subsequent crop productivity through both weed suppression and nitrogen supply.

While we removed the farming practices that may overrode the possibility to observe cover
crop carry-over effects on the subsequent crop productivity and weeds, such as fertilisation,
irrigation, or in-crop weeding, our results conclude that the cover crop carry-over effect on crop,
either through weed suppression or nitrogen supply, is very weak. This observation questioned
the role of cover crops as a provider of ecosystem services such as enhanced weed suppression
and nitrogen supply as mentioned in many studies (Blanco-Canqui et al., 2015; Daryanto et al.,
2018; Schipanski et al., 2014).

As previously highlighted by Rouge et al. (2023), our results suggest that cover crop may not
play and essential role for weed suppression in the subsequent crop at low levels of cover crop
biomass production (< 4 t hal). Increasing the length of the cover crop growing period, by
sowing cover crops earlier, could have hastened cover crop growth and biomass in our study as
shown by Baraibar et al. (2018b). However, cover crop sowing date is dictated by the previous
crop harvest date and is usually critical in the summer of regions with a semi-continental
climate. Cover crop germination and early growth is limited when soil moisture is lacking,
which may have been the case in our study.
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In our study, nitrogen fertilisation at cover crop sowing generally increased mulch biomass at
cover crop termination, especially when cultivating non-legume species. However, fertilising
cover crops with 50 kg N ha™ at sowing did not translate into enhanced weed suppression or
nitrogen supply in the subsequent crop as previously showed by Rouge et al. (2023) with 30 kg
N hal. This observation suggests that cover crop nitrogen fertilisation is of little use to improve
the ecosystem services of weed suppression and nitrogen supply, probably because it remains
difficult to fully benefit from the organic nitrogen that cover crop dead mulch can deliver to the
soil. The nitrogen mineralisation of the biomass and nitrate leaching which occurs during spring
rains are rarely properly synchronised with the subsequent crop needs, limiting the nitrogen
availability to crop.

Despite weak cover crop carry-over effects in our study, we argue that mixing legume and non-
legume species is the best option to potentially provide both weed suppression and nitrogen
supply ecosystem services in the subsequent crop as previously mentioned by Finney et al.
(2017). In fact, the cover crop mixture of legume and non-legume species gave the best income
in all sites, i.e. higher crop productivity and/or lower weed pressure. Thus, as the behaviour of
legume and non-legume species depend on site characteristics such as weather, soil type, or soil
mineral nitrogen quantity, we argue that mixing both functional types is safer for farmers to
benefit from cover crop ecosystem services.

5 CONCLUSION

To our knowledge, our study is the first which intended to disentangle cover crop weed
suppression and nitrogen supply effects on a subsequent crop productivity. Cover crop carry-
over effects were revealed in a spring barley, conducted in no-till, without fertilisation,
irrigation and in-crop weeding, factors known to potentially override cover crop carry-over
effects. The study was conducted in three sites, varying in soil characteristics and weather
conditions to test the genericity of cover crop carry-over effects in different sites. Cover crop
generally did not suppress weeds in the subsequent crop, the only negative effect of cover crop
mulch biomass being observed in only one site on weed density at crop flowering, not weed
biomass. Cover crops supplied nitrogen and enhanced the subsequent crop productivity in two
out of the three sites. However, nitrogen supply was favoured by non-legume cover crop species
in one site and legume cover crop species in the other. Cover crop mixtures of legume and non-
legume species resulted in the highest crop productivity and lowest weed biomass in all sites.
Considering that cover crop species growth is variable from one site to another, mixing
functionally diverse cover crop species is more likely to give the best income. Further studies
investigating the role of cover crop for weed suppression and nitrogen supply should focus on
disentangling the effects of both mechanisms on crop productivity in various pedoclimatic
conditions to test the genericity of our results.
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Supplementary materials

Supp. Table 3.1. Main soil characteristics of the three fields of the study located at Corbigny (47°14'51.8"N 3°37'21.4"E, Site 1), Gemeaux
(47°27'35.4"N 5°07'46.5"E, Site 2) and Simandre (46°36'25.8"N 5°00'51.8"E, Site 3), eastern France.

Site 1 Site 2 Site 3
Soil type Silty-Clay Calcareous-clay Sand
Slope (%0) 5 2 0
Clay (%) 36.4 24.4 6.3
Silt (%) 51.1 243 229
Sand (%) 12.5 24.8 69.1
pH 7.9 8 6.1
Organic matter (%) 2.66 4.42 1.75
Carbon (%) 1.54 2.56 1.01
Total nitrogen (%) 0.14 0.22 0.11
Cation Exchange Capacity (CEC, meq/kg) 189.6 182.3 39.4
Soil mineral nitrogen quantity at cover crop 35 39 19

sowing (kg/ha)
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Supp. Fig. 3.1. Distribution of daily rainfall (mm, blue) and average daily temperature (°C,

orange) over the course of the experiment in each site of the study.

Cover crop and crop sowing, as well as crop harvest are indicated with dashed vertical lines.
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Supp. Table 3.2. Main field operation and sampling dates implemented in each site of the study.
Field operations are highlighted in orange, :
and plant biomass samplings in dark green.

Site 1 Site 2 Site 3
July 30, 2021 July 28, 2021 July 28, 2021
September 3, 2021 August 11, 2021 August 25, 2021
September 4, 2021 August 11, 2021 August 25, 2021
October 5, 2021 September 10, 2021 September 24, 2021

Soil sampling

Cover crop sowing

Cover crop nitrogen fertilisation
Weed survey

Herbicide (cycloxydime)
Weed survey

Cover crop and weed biomass sampling

Soil sampling

Mulch biomass sampling
Weed survey

Soil sampling

Cover crop grinding
Spring barley sowing
Herbicide (glyphosate)
Weed survey

Crop and weed biomass sampling
Soil sampling

Weed survey

Spring barley harvest

October 28, 2021
October 28, 2021
October 28, 2021
October 28, 2021
January 12, 2022
February 8, 2022
February 23, 2022
February 24, 2022
February 27, 2022
February 28, 2022
April 29, 2022
June 1, 2022
June 1, 2022
June 9, 2022
July 21, 2022

October 18, 2021
October 25, 2021
October 25, 2021
October 25, 2021
January 11, 2022
February 10, 2022
February 21, 2022
February 24, 2022
March 23, 2022
March 22, 2022
April 28, 2022
May 30, 2022
May 30, 2022
June 8, 2022
July 13, 2022

October 18, 2021
October 26, 2021
October 26, 2021
October 26, 2021
January 13, 2022
February 9, 2022
February 22, 2022
February 24, 2022
March 23, 2022
March 23, 2022
April 28, 2022
May 31, 2022
May 31, 2022
June 7, 2022
July 11, 2022

155



Supp. Table 3.3. Cover crop species and seeding rates used in cover crop mixtures in all sites.
Seeding rates were computed as number of seeds m = [seeding rate in pure stand / number of
species in the mixture * (1000/Thousand-seed weight)] majored by 50%. L: legume cover crop
mixture; NL: non-legume cover crop mixture; NL/L: cover crop mixture of legume and non-
legume species.

Seeding rate Recommended Thousand-seed

(number of seeds m?) seeding rate in  weight (g 1000
Cover crop species pure stand seedst)}
(scientific name) NLL NL/L (gm?)f
W_hlte _mustard cv. Abraham 120 60 0.8 5
(Sinapis alba)
Lacy phacelia cv. Stalla
(Phacelia tanacetifolia) 265 132 06 L7
He}lr_y vgtch cv. Massa 75 375 3 30
(Vicia villosa)
Purple vetch cv. Titane 75 375 4 40

(Vicia benghalensis)

1 Cérience (https://www.cerience.fr/en)
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Supp. Fig. 3.2. Experimental design repeated four times in each of the three sites.

Cover crop and nitrogen fertilisation treatments were completely randomised and replicated
two times in each of the four experiments per site. Bare: bare soil control; L: legume cover crop
mixture (i.e. hairy vetch and purple vetch); NL: non-legume cover crop mixture (i.e. white
mustard and lacy phacelia); NL/L: cover crop mixture of legume and non-legume species
(i.e. the four latter species); ON: 0 kg N ha*; 50 kg N ha of ammonium nitrate at cover crop

sowing.

Bare NL L NL/L
ON ON ON ON
NL/L Bare NL L
S0N 50N S0N ON
L NL/L Bare NL
50N ON 50N 50N
NL L NL/L Bare
ON S0N 50N ON
NL/L L Bare NL
ON 50N 50N ON
NL Bare NL/L L
S0N ON 50N ON
Bare NL L NL/L
ON S0N ON ON
L NL/L NL Bare
50N oy 50N oy ON Fy 50N
NL < NL/L < Bare < L
S0N ON ON 50N
L Bare NL NL/L
ON ON ON 50N
Bare L NL/L NL
50N ON ON ON
NL/L NL L Bare
50N 50N 50N 50N
Bare L NL/L NL
50N ON ON 50N
NL/L NL L Bare
ON ON 50N ON
NL NL/L Bare L
ON 50N ON 50N
L Bare NL NL/L
ON 50N 50N 50N
Experiment 4 Experiment 3 Experiment 2 Experiment 1
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Supp. Table 3.4. Model selection using the dredge function on the regression of crop biomass against weed biomass, Site, cover crop treatment,
nitrogen fertilisation, and all the interactions between the four latter.

Site and weed biomass were at least included in the model. The model with the lowest AIC was highlighted in bold and retained for the analysis.
CC: cover crop treatment; N: nitrogen fertilisation at cover crop sowing; weed_bio: weed biomass (as continuous variable). As the delta AIC
between the first and the second most parsimonious models found by the dredge function was almost 2, the first model was retained for the analysis.

Site CcC N weed bio site:CC weed bio:N  site:weed bio AIC delta AIC
+ + + -0.05884 + + 2270 0

+ + -0.06693 + + 2271.7 1.78

+ + + -0.05851 + + + 2272.1 2.14
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Supp. Fig. 3.3. Hypothetical causal relationships between mulch biomass, C/N ratio and nitrogen quantity, soil mineral nitrogen before crop sowing
and at crop flowering, weed density at crop vegetative and flowering stages, weed biomass and nitrogen guantity, crop biomass, nitrogen quantity
and NNI at crop flowering, and crop vield and grain protein rate at crop maturity.

Direct arrows represented a direct causal relationship and double-headed arrows represented correlations between variables.

. At crop vegetative

Before crop sowing stage

At crop flowering At crop maturity

A 4

time

/ Weed biomass
Mulch biomass -————-_._.____,___. Weed density
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. Crop biomass
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i CropN C )
4 Mulch N 3 quantity Top grain
quantity 3 * protem rate
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nitrogen i | Soil mineral
' | - nitrogen
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Supp. Table 3.5. Models used to compose structural equation modeling.

All response variables were log transformed, and all explanatory variables were scaled to avoid overdispersion issues. Every model was regressed
with a random structure considering the experimental design of the study: (1|Site) + (1|Site:experiment) + (1|Site:experiment:N) +
(1|Site:experiment:CC) + (1|Site:experiment:N:CC). The same models were performed per site by using a subset of data per site and removing site
from the random structure: (1|experiment) + (1|experiment:N) + (1|experiment:CC) + (1|experiment:N:CC).

Crop development stage

Response variables

Explanatory variables

Before crop sowing

soil_mineral N_sowing

mulch N _quantity + mulch CN_ratio

Crop vegetative stage

weed density v

mulch_biomass

Crop flowering

Crop_biomass

weed biomass

Crop_N_quantity

+ mulch_N_quantity + mulch_CN_ratio +
soil_mineral N_sowing

Crop_NNI

mulch N _quantity + mulch CN ratio + soil_mineral N sowing

weed biomass

weed density v+ weed density fl + mulch biomass

mulch N_quantity + mulch CN ratio + soil_mineral N sowing

weed_density fl

weed density v + mulch_biomass

soil_mineral N flowering

soil_mineral N sowing + Crop_N_quantity +

Crop maturity

Crop_yield

Crop_biomass + soil_mineral N flowering

Crop_protein_rate

Crop_yield + Crop_NNI
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Supp. Table 3.6. Distribution families chosen for each generalised mixed effect models regressing either crop biomass, nitrogen quantity, Nitrogen
Nutrition Index (NNI), yield and grain protein rate, weed biomass, weed nitrogen quantity and weed density, mulch biomass, mulch nitrogen
guantity and C/N ratio, and soil mineral nitrogen measured before crop sowing and at crop flowering against cover crop mixtures, nitrogen
fertilisation and site.

Families were chosen to best represent data type.

Variable Distribution family
Crop biomass

Weed biomass

Weed nitrogen guantity
Crop yield tweedie
Mulch biomass

Mulch nitrogen quantity
Mulch C/N ratio

Crop nitrogen guantity
Crop NNI gaussian
Crop grain protein rate

Weed density at crop vegetative stage
Weed density at crop flowering

Soil mineral nitrogen before crop sowing

Soil mineral nitrogen at crop flowering

nbinom?2
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Supp. Table 3.7. ANOVA table (type 111 Wald Chi-Square tests) highlighting the effect of site,

cover crop treatment, nitrogen fertilisation, weed biomass, and the interactions between site and

either cover crop or weed biomass on crop biomass sampled at crop flowering.

Results were obtained with a generalised linear mixed effect model.

P-values < 0.05 are highlighted in bold.

Spring barley
biomass

Factors X2 Df p-Value
Site 317 2 <0.0001
Cover crop 229 3 <0.0001
Nitrogen fertilisation 439 1 0.04
Weed biomass 567 1 0.02
Site:Cover crop 55.7 6 <0.0001
Site:Weed biomass 20.0 2 <0.0001
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Supp. Table 3.8. ANOVA table (type 11l Wald Chi-Square tests) highlighting the effect of site, cover crop treatment (CC), nitrogen fertilisation

(N), and all possible interactions between these three factors on mulch biomass, nitrogen (N) quantity and C/N ratio before cover crop termination,

and soil mineral nitrogen measured before crop sowing and at crop flowering.

Results were obtained with generalised linear mixed effect models. P-values < 0.05 are highlighted in bold.

Soil mineral Soil mineral
Mulch biomass Mulch N quantity ~ Mulch C/N ratio nitrogen nitrogen
before at

crop sowing crop flowering
Factors ¥> Df p-value x> Df p-value > Df p-value > Df p-value > Df p-value
site 112 2 <0.0001 81.8 2 <0.0001 632 2 <0.0001 106 2 <0.0001 5 2 0.07
CcC 292 3 <0.0001 522 3 <0.0001 888 3 <0.0001 112 3 <0.0001 2 3 0.50
N 499 1 <0.0001 452 1 <0.0001 10.0 1 0.002 5 1 0.03 2 1 021
site:CC 124 6 <0.0001 269 6 <0.0001 219 6 <0.0001 71 6 <0.00010 5 6 056
site:N 265 2 <0.0001 118 2 0.003 935 2 <0.0001 1 2 0.51 2 2 043
CC:N 138 3 0.003 129 3 0.005 18.6 3 <0.0001 6 3 0.12 5 3 016
site:CC:N  9.02 6 017 129 6 0.05 416 6 <0.0001 6 6 0.43 5 6 056
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Supp. Table 3.9. Pearson correlation coefficients between mulch biomass, mulch C/N ratio, mulch nitrogen quantity and soil mineral nitrogen

measured before crop sowing.

Mulch nitrogen Soil mineral
Mulch biomass rog Mulch C/N ratio nitrogen before
guantity :
crop sowing
Mulch biomass 1 0.87 0.34 0.18
Muilch nitrogen 0.87 1 -0.04 0.23
quantity
Mulch C/N ratio 0.34 -0.04 1 -0.002
Soil mineral
nitrogen before 0.18 0.23 -0.002 1

crop sowing




Supp. Table 3.10.
Summary of structural
equation _modelling in
each site of the study.

Correlated variables were
represented with ~~.
Standard estimates with
asterisks indicate
significant  effects of
explanatory variable on
response variable at p-
value < 0.05. Green and

orange cells indicate
positive and negative
effects of explanatory
variable on response
variable.

Crop development stage

Response variable

Explanatory variable

Standard estimate

R,

R?;

Site 1 Site 2 Site 3 Site 1 | Site 2 l Site 3 Site 1 | Site 2 | Site 3
~~mulch_biomass ~~mulch_N_quantity 0.98 *** 0.79 == 0.91 ==
Before crop sowing mulch_N_quantity -0.15 0.32 0.29*
soil_mineral_N_sowing 0.03 0.13 0.09 0.59 0.47 0.60
mulch_CN_ratio -0.06 -0.05 -0.02
Al crop vegetative stage weed_density_v mulch_biomass -0.04 043 ** -0.05 0.00 0.16 0.00 0.53 0.40 0.55
Crop_biomass weed_biomass 041~ -0.35** 0.21 0.17 0.12 0.04 0.28 0.32 0.49
~~Crop_biomass ~~Crop_N_quantity 0.89 *** 0.71 == 0.79 ***
weed_N_qguantity -0.22 -0.15 0.20
mulch_N_guantity -0.01 0.39 = 0.32*
Crop_M_quantity 0.10 0.44 0.29 0.26 047 0.40
mulch_CN_ratio -0.11 -0.15 0.23
soil_mineral_N_sowing 0.13 0.33 ** 0.28*
~~Crop_N_quantity ~~Crop_NNI 0.90 == 0.82 =*= 0.58 ==
mulch_N_quantity 0.08 0.38 ** -0.07
Crop_NNI mulch_CN_ratio -0.24 -0.21 -0.40 ** 0.04 0.43 0.38 043 0.45 0.68
soil_mineral_N_sowing 0.03 027* 0.51 ***
weed_density_v 0.23 011 0.002
At crop flowering
weed_biomass weed_density_fl -0.05 031~ 0.49 ™= 0.05 0.12 0.24 042 0.16 0.49
mulch_biomass -0.01 -0.003 -0.06
~~weed_biomass ~~weed_N_quantity 0.93 ==~ 0.90 === 0.80 ===
mulch_N_quanfity -0.09 007 -0.18
weed_N_quantity mulch_CN_ratio 0.13 -0.24 -0.14 0.01 0.07 0.07 0.46 0.13 0.36
soil_mineral_N_sowing -0.05 -0.03 0.20
weed_density_v 013 020 0.04
weed_density_fl 0.04 0.04 0.13 0.42 0.21 0.21
mulch_biomass 0.16 -0.08 -0.36 *
soil_mineral_N_sowing -0.18 0.05 0.07
soil_mineral_N_flowering weed_N_guantity -0.01 0.12 -0.10 0.06 0.02 0.07 0.53 0.45 0.28
Crop_N_quantity 022 0.08 023
Crop_biomass 047 === 0.08 015
Crop_yield 024 0.01 0.04 0.63 0.80 075
N_residue_flowering 0.18 0.01 -0.10
Al crop maturity
Crop_NNI 0.04 0.56 **=* 0.18
Crop_protein_rate 0.11 0.28 0.07 0.42 0.65 0.52
Crop_yield 0.33 029~ 0.22
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CHAPITRE 4 : QUANTIFICATION DES EFFETS LONG TERME ET
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RESUME DE L’ARTICLE ET MESSAGES CLES DU CHAPITRE 4

Contexte

Les couverts d’interculture peuvent affecter les adventices de la culture suivante dans des
systemes de culture sans travail du sol par un effet mulch ou la fourniture d’azote (chapitres 2
et 3). Les effets des couverts d’interculture sur les adventices dans des systémes labourés sont
moins étudiés en raison de 1’enfouissement des résidus masquant 1’effet mulch. Pourtant, selon
la composition des couverts, leur incorporation et la dégradation de leurs résidus dans le sol
peuvent modifier la disponibilité en ressources du sol (formes et quantité, définis comme des
pools de ressources). La compétition entre culture suivante et adventices étant dépendante de
la disponibilité en ressources du sol et de la capacité des plantes a prélever les ressources,
augmenter la diversité spécifique et fonctionnelle des couverts d’interculture pourrait diminuer
I’intensité de la compétition entre culture suivante et adventices via une augmentation du pool
de ressources du sol. Cela serait d’autant plus visible que les espéces différent dans leurs
stratégies d’acquisition des ressources (€.g9. prélévement d’une forme différente d’azote). Enfin,
I’évolution des pools de ressources dans le sol étant potentiellement un processus de longue
durée, les couverts pourraient ne I’affecter qu’aprés plusieurs années d’utilisation.

Question de recherche et hypothése

Dans quelle mesure les couverts d’interculture impactent-ils la compétition entre culture
suivante et adventices via les ressources du sol ? Nous faisons 1’hypothése qu’augmenter la
diversité¢ spécifique et fonctionnelle des couverts d’interculture diminue I’intensité de la
compétition entre la culture suivante et ses adventices.

Matériel et méthodes

S5 Culture suivante n+10

Dans la derniére expérimentation
de la thése, la compétition entre
une culture et ses adventices a été
étudiée en serre pour observer les

Biomasse et
quantité d’azote
culture / advgntices

_ Variable
effets mediés par le sol de neuf mesurée
compositions de couvert Facteur

d’interculture (O, T, CC, FP, FR, expérimental

C, 3SppN, 3SppM et 6Spp,
Tab.2). La biomasse et la
quantité d’azote dans la culture et
les adventices ont été mesurées

Composition des

couverts d’interculture Quantité
ainsi que la quantité d’azote totale d’azote
et ratio C/N

totale et le ratio C/N du sol dans Figure 31. Quantification des effets long terme et

chaque pot de I’expérimentation
en serre (Fig. 31).

médiés par le sol des couverts d’interculture sur la
compétition culture-adventices.
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Résultats et discussion

L’intensité de la compétition entre culture et adventices n’a pas ¢été réduite par I’augmentation
de la diversité spécifique et fonctionnelle des couverts d’interculture testés, invalidant notre
hypothése. La compétition entre culture et adventices a néanmoins varié selon la composition
du précédant couvert. Le couvert a 3 espéces incluant deux légumineuses et une céréale a réduit
la compétition entre culture et adventice en faveur de la culture, possiblement via la fourniture
d’azote. Les processus a 1’origine des effets des couverts d’interculture médiés par le sol sur la
compétition entre la culture et les adventices n’ont pas été identifiés dans cette expérimentation
mais pourraient provenir d’une variation de la vitesse de minéralisation de 1’azote en fonction
de la composition des couverts et/ou d’une variation de la diversité des pools de ressources.
Le traitement des echantillons de sol et le volume des pots utilisés en serre ont potentiellement
masqué les effets d’une diversité du pool de ressources en contraignant les plantes a explorer
un faible volume de sol et limitant leurs possibilités d’explorer des pools de ressources
différents. Nous encourageons les prochaines recherches a tester notre hypothese au champ, sur
une flore adventice diversifiée et dans différents contextes de production pour géneraliser les
résultats.

Messages clés

» Augmenter la diversité spécifique et fonctionnelle des couverts d’interculture n’a pas
diminué I’intensité de la compétition entre culture suivante et adventices.

> Le couvert associant deux légumineuses et une céréale a réduit la compétition entre
culture et adventices en faveur de la culture.

» Davantage de recherches sont nécessaires pour identifier les processus a 1’origine des
effets des couverts sur la compétition entre culture et adventices.

> Tester notre hypothése en serre, en cultivant les plantes dans un faible volume de sol a
peut-étre limité les effets des couverts d’interculture sur la compétition entre culture et
adventices.

» Tester notre hypothése au champ, avec des communautés adventices diversifiées et dans
différents contextes de production permettrait d’augmenter la généricité des résultats.
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ABSTRACT

A better understanding of how farm management practices affect weed-crop competition is
needed to reduce crop yield loss to weeds and the negative impacts of herbicides in arable fields.
Weed-crop competition is driven by the availability of soil resources (both forms and quantity,
which are referred as soil resource pools), and the ability of plants to uptake and use these
resources. According to the Resource Pool Diversity Hypothesis (RPDH), increasing the
diversity of farm management practices in cropping systems is supposed to increase soil
resource pools diversity, and in turn, mitigate weed-crop competition intensity. Despite the
growing interest in cover crop mixtures to provide multiple ecosystem services over the past
years, our study is the first to test the effect of an increase in cover crop species and functional
diversity on weed-crop competition intensity. We hypothesised that according to the RPDH,
increasing cover crop species and functional diversity will mitigate weed-crop competition
intensity. Using soils collected from a long-term experiment comparing diverse cover crop
mixtures (3 or 6 species) to their mono-species cover crop counterparts, we investigated
whether the legacy of cover crops into the soil would alter the intensity of competition that two
competitive weeds can exert on maize in a greenhouse pot experiment. No relationship between
the relative weed-maize competition intensity and cover crop diversity was found, which failed
to support our hypothesis. Nevertheless, the cover crop treatments varied in their effects on
weed-crop competition intensity, with the cover crop mixture of triticale, Austrian winter pea
and crimson clover resulted in the lowest weed-crop competition intensity and highest maize
biomass, regardless of the weed species competitor. We did not identify the processes
underlying cover crop soil mediated effects on weed-crop competition, but there was some
evidence that soil nitrogen mineralisation rate and soil resource pool diversity drove weed-crop
competition. Identifying the drivers of weed-crop competition may be complex and we suggest
further studies to investigate the RPDH in the field, with diversified weed communities and
under various farm management practices.

Keywords: nitrogen, diversity, competition, greenhouse, long-term experiment

169



1 INTRODUCTION

Weeds are a significant agricultural pest because they compete with the crop for vital resources
(i.e. light, water, nutrients), thereby decreasing crop yields (Oerke, 2006). Herbicides are the
primary method used to control or reduce weed abundance early in a crop growing season.
However, the over-reliance on herbicides has led to negative environmental impacts, including
a reduction in biodiversity (Wilson et al., 1999), as well as increases in weed biotypes evolving
resistance to herbicides every year (Heap, 2023). A better understanding of how farm
management practices affect weed-crop competition is needed to reduce crop yield loss to
weeds and the negative impacts of herbicides.

Weed-crop competition is driven by the availability of soil resources (forms, quantity), and the
ability of plants to uptake and use these resources (e.g. resource acquisition strategy, growth
rate) (Zimdahl, 2004). Competition intensity between crops and weeds is greater when they are
competing for limited soil resources at the same time and in the same space (Violle et al., 2009).
Competition intensity between crops and weeds is reduced when they can utilise different forms
of nutrients, when timing of resource uptake varies between species, or when species spatially
differ in the volume of soil their roots occupy (Violle et al., 2009). The quantity and various
forms of resources in the soil (e.g. forms of nitrogen include various pools of organic nitrogen,
nitrate, nitrite, ammonium, etc), hereafter referred to as ‘soil resource pools’, are dynamic in
both space and time, and diversity within soil resource pools are driven by farm management
practices such as crop rotation, fertilisation type and quantity, and weed management tactics,
which mediate nutrient cycling in the soil.

According to the Resource Pool Diversity Hypothesis (RPDH), increasing cropping system
diversity (e.g. crop rotation, source of fertility, weed management) will decrease weed-crop
competition (i.e. the impact of weeds on crop productivity) for soil resources, through an
increase of soil resource pool diversity (Smith et al., 2010). Despite no direct test of the RPDH,
Smith et al. (2010) found some support for the hypothesis in the agricultural literature by
comparing weed-crop competition intensity along a gradient of cropping system diversity with
the higher diversified cropping systems being organic cropping systems, characterised by high
cash and cover crop diversity and use of green and animal manures, and lower diversified
cropping systems being conventional cropping systems, characterised by low crop diversity and
synthetic inputs. The authors found that increasing cropping system diversity decreased weed-
crop competition intensity presumably through an increased soil resource pool diversity.
Similarly, Ryan et al. (2010) reported similar maize yields in organic and conventional cropping
systems despite four- to seven-fold greater weed biomass in organic cropping systems. This was
attributed by the authors to a higher soil resource availability and crop growth rate in the organic
cropping systems. More recently, Menalled et al. (2020) found some evidence that soil nutrient
availability and soil microbial diversity drove weed-crop competition but failed to support the
RPDH in annual cropping systems.
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Looking forward, further studies are needed to test the relative effects of biodiversity-based
weed management practices in mitigating weed-crop competition intensity (Petit et al., 2018).

Cover crops, when cultivated during the fallow period between two main cash crops, can
provide multiple ecosystem services in agricultural systems, such as increasing soil fertility,
reducing nitrate leaching, and suppressing weeds (Blanco-Canqui et al., 2015; Daryanto et al.,
2018; Shackelford et al., 2019). However, while many studies showed that cover crops suppress
weeds during the cover cropping period (Baraibar et al., 2018a; Rouge et al., 2022; Teasdale et
al., 2007), their effects on weeds in the subsequent crop are more variable (Rouge et al., 2023).
Previous studies have demonstrated that cover crops limit weed emergence in the subsequent
crop in no-till systems, when cover crops are terminated and left on the soil surface as dead
mulches (Fisk et al., 2001; Mirsky et al., 2013; Moore et al., 1994). Less is known about cover
crop soil-mediated effects on weed-crop competition in tillage-based cropping systems.

Cover crop species contain variable quantities of nutrients and release these nutrients at varying
rates (Amsili and Kaye, 2021). For example, Poaceae (e.g. rye, oat) and Brassicaceae
(e.g. canola, forage radish) cover crop species usually show high C/N ratios and low nitrogen
concentration in their tissues, resulting in a slower rate of nitrogen mineralisation (Wells et al.,
2013). On the opposite, Fabaceae cover crop species (e.g. pea, clover), which can symbiotically
fix atmospheric nitrogen, usually show low C/N ratios and high nitrogen concentration in their
tissues, increasing nitrogen mineralisation into the soil (Marcillo and Miguez, 2017). Recently,
Zhang et al. (2022) found that mixing non-legume and legume cover crop species increased soil
organic carbon pool diversity compared to their mono-species counterparts. Thus, mixing
functionally diverse cover crop species could mitigate weed competitiveness in the subsequent
crop through an increase in soil resource pool diversity according to the RPDH (Smith et al.,
2010). However, as it has been shown for the increase of soil organic carbon (Poeplau and Don,
2015), soil total nitrogen (Sainju et al., 2003), or the improvement of soil water dynamics
(Basche et al., 2016), cover crops may mediate soil resource pools only after several years of
implementation in crop rotations.

Despite the growing interest in cover crop mixtures, few studies have examined whether the
soil legacy effects that result from cultivating diverse cover crop mixtures over the long term
can reduce the intensity of subsequent weed-crop competition, presumably through greater
resource pool diversity in the soil. Using soils collected from a long-term annual cropping
system experiment comparing diverse cover crop mixtures to their mono-species cover crop
counterparts, we investigated whether the soil legacy of cover crops would mediate the intensity
of competition that two competitive weeds, can exert on maize in a greenhouse experiment.
We hypothesised that increasing cover crop species and functional diversity will mitigate
competition exerted by weeds on the subsequent crop according to the RPDH (Fig. 4.1).
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Figure 4.1. Resource pool diversity hypothesis developed by Smith et al. (2010) adapted to cover crop diversity: a higher cover crop diversity
during the fallow period is expected to decrease weed-crop competition intensity in the subsequent crop through soil-mediated effects (i.e. an
increase of soil resource pool diversity).
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2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Long-term cover crop field experiment

To examine cover crop soil-mediated effects on weed-crop competition, we utilised a long-term
(10 years) organic field experiment testing different cover crop treatments, varying in cover
crop species richness and functional diversity (6 mono-species cover crops and 5 cover crop
mixtures described in Supp. Table 4.1, and bare soil). Cover crops are sown after winter wheat,
and incorporated into soil before maize in a three-year wheat-maize-soybean rotation (Fig. 4.2).
This rotation experiment has been established in 2012 at the Pennsylvania State University
Russell E. Larson Agricultural Research Center, Rock Springs, Pennsylvania (40°43°N,
77°55°W). Soils at the experimental location are a Murrill channery silt loam (fine-loamy,
mixed, semiactive, mesic Typic Hapludult) with a 0-3% slope. The average annual precipitation
is 975 mm and mean monthly temperatures range from -3°C in January to 22°C in July.

Every cover crop treatment is established in a randomized, full-entry complete block design
(4 blocks) (Supp. Fig. 4.1). Cover crops were implemented four times in the rotation from 2012
(start of the experiment) and our experiment (2021-2022). Cover crop diversity is the only
manipulated factor affecting soil resource pool diversity because the crops and cover crops are
managed the same in every other factor throughout the crop rotation (Supp. Table 4.2). Daily
precipitation and average daily temperature during the 2021-2022 cover cropping period,
i.e. before the beginning of the greenhouse experiment, can be found in Supp. Fig. 4.2.

2.2  Greenhouse experiment

Six days after cover crop ploughing in 2022, soil samples (0-15 cm depth) were randomly
collected within each of the 9 cover crop treatments chosen for our greenhouse experiment, in
three of the four blocks of the field experiment (Fig. 4.2). The fourth block of the field
experiment was excluded because of substantial cover crop winter injury. The 9 cover crop
treatments were selected to explore species richness and functional diversity gradients
(Table 4.1). Two grass, two brassica and two legume mono-species cover crops were compared
to three cover crop mixtures: one was composed of three species, i.e. two legumes and a grass,
the second was composed of three species, i.e. one of each botanical family, and the last one
was composed of six species, i.e. every species cultivated in mono-species cover crop.
Both species richness and functional diversity increased in mono-species cover crops, 3-species
cover crop mixtures, and 6-species cover crop mixture. Soil samples were kept at 4°C in the
shade approximately one month until the greenhouse experiment was initiated (Fig. 4.2).

Soils collected from individual plots were passed through a 4 mm sieve, combined with perlite
(3:1 v/v ratio of soil:perlite), and then used to fill six pots (3.785 L) per field plot (Fig. 4.2). We
used maize (cv. Master Choice 3890) and two common and problematic annual weed species
in maize to evaluate cover crop legacy effects on weed-crop competition: a grass, Setaria faberi
Herrm. (giant foxtail) and a broadleaf, Amaranthus hybridus L. (smooth pigweed).
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Figure 4.2. Greenhouse experimental set-up.

Soil samples (n=27) were randomly collected in each cover crop treatment (n=9) and block (n=3) of the long-term field experiment. Each soil
sample was kept at 4°C and then used to fill 6 pots after soil sieving. Each pot was either planted with an individual maize alone, maize + Setaria
faberi or maize + Amaranthus hybridus. These latter treatments were repeated 2 times (A and B) per soil sample for a total of 162 pots in the
greenhouse.
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Table 4.1. Main characteristics of the cover crop species chosen for the experiment.

Cover crop treatments were ranked according to diversity gradients. Biological and functional characteristics of cover crops were found in papers
characterising cover crop species (Amsili and Kaye, 2021; Hudek et al., 2022; Tribouillois et al., 2015).

Cover crop diversity gradient

Low

High

Cover crop treatment Botanical Species Number of Biological and functional characteristics
(scientific name) family richness | functional
groups
Spring oat Poaceae 1 1 Fibrous, dense and deep root system / allelopathic
(Avena sativa L.) plant / high C/N ratio / slow residue decomposition /
highly productive / erect stem / 50 to 150 cm high /
fine leaves / winter Kill
Triticale Poaceae 1 1 Fibrous, dense and deep root system / high C/N ratio /
(Triticosecale L.) slow residue decomposition / highly productive / erect
stem / tillering capacity / winter-hardy
Canola Brassicaceae 1 1 Taproot / erect stem / 1 m high / high C/N ratio / slow
(Brassica napus L.) residue decomposition / winter-hardy
Forage radish Brassicaceae 1 1 Taproot / erect stem / 50-80 cm high / large leaves /
(Raphanus sativus L.) high C/N ratio / slow residue decomposition / winter
kill
Crimson clover Fabaceae 1 1 Taproot / erect stem / 20-50 cm high / large leaves /
(Trifolium incarnatum L.) symbiotic N fixation / low C/N ratio / fast residue
decomposition / winter-hardy
Austrian winter pea Fabaceae 1 1 Shallow taproot / climbing / symbiotic N fixation / low
(Pisum sativum L.) C/N ratio / fast residue decomposition / winter kill
3SppN Poaceae and 3 2 Mix of crimson clover, Austrian winter pea and
Fabaceae Triticale characteristics
3SppM Poaceae, 3 3 Mix of spring oat, Austrian winter pea and forage
Brassicaceae radish characteristics
and Fabaceae
6Spp Poaceae, 6 3 Mix of all species characteristics

Brassicaceae
and Fabaceae
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Seeds for both weed species were collected in the fall of 2021 in fields adjacent to the long-
term cover crop field experiment described in section 2.1. Seeds were then separated from chaff,
stratified at 4°C in moist and dark conditions to break dormancy. Each pot of the greenhouse
experiment was composed of either one maize plant, one maize plant + three S. faberi plants or
one maize plant + three A. hybridus plants (Fig. 4.2). These latter treatments were replicated
6 times (2 replications per soil sampled in each of the 3 blocks of the field experiment) for a
total of 162 pots. To ensure we had at least one maize plant per pot, we sow two maize seeds
per pot in the centre, and thinned to one plant immediately upon maize emergence. Weed seeds
were planted in three locations around the central maize plant, with 10 seeds per location and
weed seedlings were thinned so that pots had three weed plants each.

Pots were irrigated daily throughout the experiment with automatic irrigation, which was
programmed to minimize hydric stress and leaching from the pot. The greenhouse was lightened
with LED lights, providing 6 mols of photosynthetically active radiation per day during
16 hours, to minimize competition for light.

2.3 Plants and soil assessments

Maize and weed aboveground dry biomass were used as an indicator of relative competition
(Trinder et al., 2021). It was measured by sampling and separating maize and weed shoots
55 days after the greenhouse experiment was initiated, oven-drying at 60°C for 7 days and
weighing dry matter biomass.

Crop and weed competition intensity was assessed by calculating a competition index (Weigelt
and Jolliffe, 2003) based on the measured aboveground dry biomass of maize grown alone and
with each weed species. Relative competition intensity (RCI) (Grace, 1995) was calculated at
the pot level as follows:

__ (Pmono—Pmix)

RCI
Pmono

and Pmix the biomass (g) of maize grown with S. faberi or A. hybridus.

, Where Pmono is the aboveground biomass (g) of maize grown alone

RCI = 0 means that maize biomass was the same whether grown alone or with weeds. RCI >0
and < 0 indicate higher and lower maize biomass when maize was grown alone rather than with
weeds, respectively. The higher RCI, the higher the competitive effect of weeds on maize.

To identify whether weeds competed with maize for soil nitrogen in each cover crop treatment,
total carbon and nitrogen concentrations into the soil used to fill the pots, and nitrogen quantity
in plants were assessed. Soil, maize and weed total carbon and nitrogen concentrations were
measured using the elemental organic combustion UNICUBE Analyzer (Elementar, Germany),
after grinding the samples to 1 mm fineness. Plant nitrogen quantity was then calculated by
multiplying plant aboveground biomass by plant nitrogen concentration.
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Finally, to explain potential soil-mediated effects of cover crops on weed-crop competition
intensity, we measured cover crop (per species) and weed (all species) fall (November 11, 2021)
and spring (May 11, 2022) aboveground biomass in the field, with three 0.25 m2 quadrats per
plot. Cover crop (per species) and weed (all species) biomass were oven-dried at 60°C for
7 days, and the dry matter biomass was weighed and averaged at the cover crop treatment level
in both the fall and spring periods.

2.4  Statistical analysis
Statistical analyses were performed with the R software version 4.2.1 (R Core Team 2020).

To test our hypothesis that increasing cover crop species and functional diversity will mitigate
competition exerted by weeds on the subsequent crop according to the RPDH, we first regressed
the relative competition intensity (RCI), between maize and each weed species competitor,
against cover crop diversity (1, 3 or 6 cover crop species), weed species competitor (factor
accounting for 2 levels: S. faberi and A. hybridus), and their interaction. Then, the relative
competition intensity between maize and each weed species competitor was analysed in every
cover crop treatment by regressing RCI against cover crop treatment, weed species competitor,
and their interaction.

To identify in which extent each weed species competitor affected maize growth in our cover
crop treatments, (1) maize biomass and nitrogen quantity were regressed against weed species
competitor (factor accounting for 3 levels: maize grown alone, maize grown with S. faberi and
maize grown with A. hybridus), cover crop treatment, and their interaction, and (2) weed
biomass and nitrogen quantity were against weed species competitor (factor accounting for
2 levels: maize grown with S. faberi and maize grown with A. hybridus), cover crop treatment,
and their interaction.

Finally, to identify whether weed-crop competition was affected by cover crop treatments
though varying soil resource availability, (1) the proportion of each cover crop species and
weeds in each cover crop treatment, both in the fall and in the spring, was determined, (2) total
nitrogen concentration and C/N ratio of soils samples used for the greenhouse experiment were
regressed against cover crop treatment, and (3) RCI was regressed against soil nitrogen
concentration, C/N ratio, weed species competitor, and the interaction between the three latter.

All the regressions were done with generalised linear mixed effect models, available in the R
‘elmmTMB’ package (Brooks et al., 2017) with cover crop treatment nested in block as a
random structure (1|block:covercrop_treatment). Maize biomass and weed biomass and
nitrogen quantity, were regressed with a tweedie family and a log link function, and maize
nitrogen quantity and RCI with a gaussian family without identity link according to the data
distributions. Significance of effects were determined through Type 111 Wald Chi-Square tests
using the function Anova of the R ‘car’ package (Fox et al., 2020). Contrasts were adjusted
using the R ‘emmeans’ package (Lenth, 2021).
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3 RESULTS

3.1  Cover crop legacy effects on weed-maize competition intensity

The relative competition intensity (RCI) between maize and weeds was not affected by cover
crop diversity (x> = 0.01; p-value = 0.93), nor the interaction between cover crop diversity and
weed species competitor (x> = 0.01; p-value = 0.94). Thus, no relationship between cover crop
diversity and RCI was found, neither when maize was grown with S. faberi nor with A. hybridus
(Fig. 4.3).
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Figure 4.3. Effect of cover crop diversity on the relative competition intensity (RCI, unitless)
between maize and each weed species competitor (i.e. Setaria faberi and
Amaranthus hybridus).

Botanical families and cover crop treatments are graphically distinguished with different
shapes and colors, respectively. P-value < 0.05 indicates a slope different from zero.
3SppM: cover crop mixture of Spring oat, Austrian winter pea and Forage radish;
3SppN: cover crop mixture of Crimson clover, Austrian winter pea and Triticale; 6Spp: cover
crop mixture of all species tested.

+
1

(S
w

178



RCI between maize and weeds was affected by cover crop treatment and weed species
competitor, but not their interaction (Supp. Table 4.3). On average across cover crop treatments,
RCI was higher when maize was grown with S. faberi (27%) than with A. hybridus (8%).
When maize was grown with S. faberi, RCI was the highest in triticale and canola cover crop
treatments (36 and 34%, respectively), and the lowest in 3SppN, spring oat, and crimson clover
cover crop treatments (18, 19 and 20%, respectively) (Fig. 4.4). Despite very low RCI when
maize was grown with A. hybridus, RCI was the highest in triticale (17%) and the lowest in
forage radish and spring oat (1 and 0.1%, respectively) (Fig. 4.4).

Maize + S. faberi Maize + A. hybridus
Spring oat 4 —— —-—
Triticale -
% Canola - —— ——
% Forage radish -
§ Crimson clover A —@=a ——C
% Austrian winter pea - — —O—
° 3SppM+ —o— ——
3SppN —@-= — Q=
6Spp 1 —o— ——

20 0 20 40 60-20 0O 20 40 60
RCI (%)

Figure 4.4. Variation of the relative competition intensity (RCI, %) between maize and each
weed species competitor (i.e. Setaria faberi and Amaranthus hybridus) for every cover crop
treatment.

Means RCI are indicated with bold dots, confidence intervals with bars, and row data with
clear little dots. 3SppM: cover crop mixture of Spring oat, Austrian winter pea and Forage
radish; 3SppN: cover crop mixture of Crimson clover, Austrian winter pea and Triticale;
6Spp: cover crop mixture of all species tested.

3.2 Cover crop legacy and weed species effects on maize growth

Biomass and nitrogen quantity of S. faberi and A. hybridus grown with maize differed, but it
did not differ by crop treatments (Supp. Table 4.3). On average across cover crop treatments,
S. faberi biomass and nitrogen quantity (84 mg and 0.7 mg N) were higher compared to
A. hybridus (12 mg and 0.3 mg N).
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Maize biomass and nitrogen quantity varied by cover crop treatment and weed species
competitor as sole factors, and only maize biomass was affected by the interaction between
both factors (Supp. Table 4.3). S. faberi reduced maize biomass and nitrogen quantity in all the
cover crop treatments, on average from 28 to 31% (Table 4.2). A. hybridus significantly reduced
maize biomass only in triticale (-17%), canola (-13%) and Austrian winter pea (-15%) cover
crop treatments, and did not affect maize nitrogen quantity (Table 4.2). Maize biomass and
nitrogen quantity showed the highest values in the 3-species legume-based cover crop treatment
(3SppN), either when maize was grown alone or with the weed species competitors (Table 4.2).

Grown alone, maize biomass was significantly lower in grass cover crop treatments (spring oat
and triticale) than in 3SppN, and maize nitrogen quantity significantly lower in grass, brassica
(forage radish and canola) and the 3-species cover crop treatment (3SppM) than in 3SppN
(Table 4.2). Grown with S. faberi, maize biomass and nitrogen quantity were significantly lower
in all the cover crop treatments, except legume mono-species cover crops (crimson clover and
Austrian winter pea), than in 3SppN (Table 4.2). Grown with A. hybridus, maize biomass and
nitrogen quantity were significantly lower in grass and canola cover crop treatments than
in 3SppN (Table 4.2).

3.3 Soil resource availability effects on weed-crop competition

Total biomass (cover crop and weeds) in the field varied among cover crop treatments, and
between fall and spring in each cover crop treatment (Supp. Fig. 4.3). Crimson clover and
Austrian winter pea were the most productive cover crop species in the fall (2.9 and 2.4 t ha’,
respectively, when grown alone). Spring oat, forage radish, Austrian winter pea and to a lower
extent crimson clover biomass were drastically reduced between fall and spring (-1.7, -1.6, -2.4
and -1.6 t ha?, respectively, when grown alone). However, triticale and canola biomass
increased between fall and spring (+0.8 and +0.7 t ha, respectively, when grown alone).
The 3SppN cover crop treatment resulted in the higher total biomass in the spring (> 4 t ha),
with a high proportion of triticale (~ 2.5 t ha™) and crimson clover (~ 1.2 t ha).

Total nitrogen concentration measured in soils before starting the greenhouse experiment varied
by cover crop treatment (> = 24; p-value = 0.002), but soil C/N ratio did not (y* =
p- value = 0.41). Soil total nitrogen concentration was the highest in 3SppN and Austrian winter
pea cover crop treatments, and was significantly lower than these cover crop treatments only in
triticale (Table 4.3).

Finally, RCI between maize and weeds was not affected by soil nitrogen concentration nor
C/N ratio as sole factors (3> = 2; p-value = 0.16 and x> = 0.002; p-value = 0.96, respectively),

nor by their interaction (x> = 0.08; p-value = 0.78), nor by their interaction with weed species
competitor (x” = 0.69; p-value = 0.41).
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Table 4.2. Average (and standard error) of maize biomass (mq) and nitrogen guantity (mg N) measured at biomass sampling in every pot of the

greenhouse experiment.

Uppercases (in red) compare maize biomass and nitrogen quantity by weed crop combination (i.e. maize alone, maize + Setaria faberi and maize
+ Amaranthus hybridus) in each cover crop treatment. Lowercases (in green) compare maize biomass and nitrogen quantity by cover crop treatment
in each weed crop combination. Treatments sharing the same letter are not significantly different at p-value < 0.05. 3SppM: cover crop mixture of
Spring oat, Austrian winter pea and Forage radish; 3SppN: cover crop mixture of Crimson clover, Austrian winter pea and Triticale; 6Spp: cover
crop mixture of all species tested.

Maize biomass

Maize nitrogen quantity

Cover crop treatment Maize Maize + S. faberi Malzg A Maize Maize + S. faberi Malze_ A
hybridus hybridus
Spring oat 318(36) A b 248(28)B «cd 308 (34) A bc 224 (0.17) A bc 1.46(0.17)B ¢ 227(0.17)A bc
Triticale 333(B7)A b 218(25)C d 277(31)B ¢ 215(0.17)A ¢ 138(017)B ¢ 196(0.17)A ¢
Canola 356 (39) Aab 225(26)C d 308 (34) B bc 215(0.17)A ¢ 142(017)B c¢ 230(0.17)A bc
Forage radish 368 (41) Aab 249 (28) B bhcd 362 (40) A abc 254 (0.17) A bc 1.47(0.17)B c 244(0.17)Aab

Crimson clover
Autrian winter pea
3SppM
3SppN
6Spp

426 (47) A ab
430 (47) A ab
384 (42) A ab
472 (51) A a

394 (43) A ab

340 (38) B ab
311 (35) C ahc
253 (29) B bcd
385 (42) Ba
281 (32) B bcd

393 (43) Aab
366 (41) B abc
357 (39) A abc
430 (47) A a
357 (39) A abc

2.68 (0.17) A ab
2.70 (0.17) A ab
254 (0.17) A hc
3.07 (0.17) Aa
2.69 (0.17) A ab

2.02 (0.17) B ab
2.00 (0.17) B ab
1.73(0.17) B bc
2.35(0.17) B a
1.84 (0.17) B bc

2.44 (0.17) A ab
2.59 (0.17) A ab
2.60 (0.17) A ab
2.90 (0.17) A a

2.49 (0.17) A ab

Table 4.3. Average (and standard error) of soil nitrogen concentration

(%) and carbon/nitrogen (C:N) ratio measured before the greenhouse

experiment set-up in every cover crop treatment.

Letters compared either soil nitrogen concentration or soil C:N ratio
among cover crop treatments. Treatments sharing the same letter are

not significantly different at p-value < 0.05. 3SppM: cover crop mixture
of Spring oat, Austrian winter pea and Forage radish; 3SppN: cover
crop mixture of Crimson clover, Austrian winter pea and Triticale;

6Spp: cover crop mixture of all species tested.

Soil nitrogen . .
Cover crop treatment concentratiogn (%) Soil C/N ratio
Spring oat 0.09 (0.005) ab 15.1(0.43) a
Triticale 0.07 (0.004) b 15.6 (0.45) a
Canola 0.08 (0.004) ab 15.6 (0.44) a
Forage radish 0.08 (0.004) ab 15.5(0.44) a
Crimson clover 0.08 (0.004) ab 15.2 (0.43) a
Autrian winter pea 0.10 (0.005) a 14.9 (0.42) a
3SppM 0.09 (0.005) ab 15.0 (0.43) a
3SppN 0.10 (0.005) a 14.7 (0.42) a
6Spp 0.09 (0.005) ab 14.3(0.41) a
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4 DiIsCusSION

No relationship between RCI and cover crop diversity was found in our experiment, neither
when maize was grown with S. faberi nor with A. hybridus, which fails to support our
hypothesis that increasing cover crop species and functional diversity will mitigate competition
exerted by weeds on the subsequent crop according to the RPDH. Potential explanations of the
lack of support for our hypothesis could be that: 1) increasing cover crop diversity did not
increase soil resource pool diversity, or the magnitude of variation in soil resource pool
diversity was not sufficient to affect weed-crop competition, 2) greenhouse experiments may
be insufficient to test the RPDH, and 3) the magnitude of weed-crop competition within our
study was not sufficient to detect an effect of resource pool diversity.

4.1  Does cover crop diversity increase soil resource pool diversity?

While we measured soil total nitrogen and carbon concentrations in our experiment, we did not
test the diversity of these resources. Testing soil resource pool diversity would have included
the evaluation of cover crop treatments for variation in soil microbial diversity, soil
chemistry/chemical compounds in soil (e.g. forms of nitrogen, such as variation in amino acid
or other compounds in the soil), or variation in soil physical structure such as stable aggregate
size. Conducting these analyses on the field soil we used within our greenhouse pots was outside
the scope of our experiment. However, previous research on the long-term cover crop field
experiment showed that soils within our cover crop treatments can differ in microbial
communities as well as soil composition of physiochemical pools of soil organic carbon, which
suggest that the soil from the long-term cover crop diversity experiment do vary in soil resource
pools. In fact, Cloutier et al. (2020) showed in 2014, four year after the beginning of the
experiment that the 3SppN cover crop treatment, and in a lesser extent the 6Spp cover crop
treatment, contained greater microbial diversity compared to their mono-species counterparts.
Recently, Zhang et al. (2022)_showed that the 3SppM cover crop treatment did not increase
total soil organic carbon stocks compared to its mono-species counterparts. However, the
proportion of plant-derived carbon in particulate organic matter was higher in triticale and
canola cover crops, crimson clover resulted in higher accumulation of microbial-derived carbon
in mineral-associated organic matter, and the cover crop mixture of the three latter species
resulted in a higher concentration of plant-derived compounds in particulate organic matter and
a greater accumulation of microbial-derived carbon in mineral-associated organic matter
compared to mono-species cover crops. Therefore, while we did not directly measure the
diversity of soil resources in our experiment, there is some evidence from previous studies that
suggests increasing cover crop diversity increased soil resource diversity.

Previous studies reported that weed-crop competition can be driven by soil resource availability
and microbial diversity (Menalled et al., 2020; Ryan et al., 2010). While there is some evidence
suggesting that soil carbon pools (Zhang et al., 2022) and soil microbial composition were more
diverse in cover crop mixtures than in mono-species cover crops, mixtures did not result in
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lower weed-crop competition intensity than mono-species cover crops in our experiment.
One explanation is that the magnitude of difference in soil resource pool diversity between
mixtures and mono-species cover crops was not sufficient to measurably affect weed-crop
competition intensity. Within the long-term cover crop experiment, the cover crop treatments
only occur once in every three years of the crop rotation, and therefore the cover crop treatments
were in place only four times over the course of the study thus far, which could be lower than
the time needed to mediate processes that affect soil resource pools (Basche et al., 2016;
Poeplau and Don, 2015). Additionally, intensive tillage was done every year and may have
homogenised soil resource pools compared to if the study had occurred in a no-till system.

4.2  Can the effects of soil resource pool diversity on crop-weed competition be tested
in the greenhouse?

Greenhouse experiments are valuable in that they enable one to control for more external factors
compared to field experiments. However, to our knowledge, ours is the second experiment that
used field soil collected from a crop diversity gradient in annual cropping systems to test the
effect of soil resource pool diversity on weed-crop competition in a greenhouse. The previous
study also failed to find support for the RPDH (Menalled et al., 2020). Perhaps the very nature
of experimental conditions in the greenhouse may inhibit the detection of effects from soil
resource pool diversity. For example, prior to setting-up our greenhouse experiment, the soil
was sieved and combined with perlite, both of which were necessary to improve infiltration,
drainage, and overall quality of the growing media within the greenhouse pots. However, soil
processing may have lowered the cover crop legacy effects on diversity of resource pools within
the soil, e.g. by altering soil structure and/or microbial communities. Additionally, greenhouse
pots restricted both horizontal and vertical root growth. And according to the RPDH, for diverse
resource pools to alleviate competition, soil not only must contain a diversity of soil resources,
but the competing plant species must differ in resource acquisition or foraging strategies.
Therefore, potential differences among plant species that enable them to occupy diverse niches
in how they forage for soil resources may have been limited within pots.

4.3  Was the magnitude of weed-crop competition intensity sufficient to test the RPDH?

It is possible that to find support for the RPDH, one needs a higher level of weed-crop
competition intensity than occurred within our experiment. Maize competed with two weed
species: a grass, S. faberi which is likely to have similar resource acquisition strategies to maize,
and a broadleaf, A. hybridus, which most likely differs from maize in its resource acquisition
strategy. Thus, according to Smith et al. (2010), the slope of the relationship between weed-
crop competition intensity and cover crop diversity was expected to be steeper when maize was
with A. hybridus compared to S. faberi. However, A. hybridus did not grow well in the
greenhouse experiment (i.e. low biomass and nitrogen quantity), resulting in lower competition
intensity with maize than expected. Reduced light levels in the greenhouse likely reduced plant
growth rates, while likely more negatively affected the small seeded A. hybridus which took a
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long time to establish and did not compete with maize at the levels we expected. Maize, with
larger seeds, probably established first and highly competed A. hybridus in our study (Moles
and Westoby, 2004). S. faberi did suppress maize regardless of the cover crop treatment. But
as S. faberi and maize are both grasses, they likely did not differ as much in resource acquisition
strategies, which could have decreased the slope of the relationship between weed-crop
competition intensity and cover crop diversity (Smith et al., 2010). Testing the RPDH with
more competitive grass and broadleaf weed species that had more similar seed size to maize
and at higher seedling density may have given more support for the hypothesis.

4.4  Potential alternative drivers of weed-crop competition

Despite finding no relationship between cover crop diversity and weed-crop competition in our
study, weed-crop competition did vary across the cover crop treatments. While we only
measured soil total nitrogen and carbon into our soil samples, and we did not find a relationship
between weed-crop competition intensity and soil total nitrogen quantity nor C/N ratio, we
suggest that weed-crop competition was driven by cover crop nitrogen release. In fact, cover
crop treatments may have varied in nitrogen mineralisation rates and nitrogen release to crop
and weeds. In our study, the 3SppN cover crop treatment (composed of triticale, Austrian winter
pea and crimson clover) resulted in the lowest competition intensity between each weed and
maize and the highest maize biomass whether maize grown alone or with S. faberi and
A. hybridus. This could be attributed to the greater cover crop biomass in the spring and the
higher total nitrogen concentration measured in soils where 3SppN were implanted. Similarly,
Wells et al. (2013) observed that adding legume species to a grass cover crop decreased weed-
crop competition in favour to the crop. However, the other cover crop mixtures of our
experiment (3SppM and 6Spp) did not result in lower weed-crop competition and higher maize
biomass than legume mono-species cover crops in our experiment. In addition, spring oat
reduced weed-maize competition as well as maize biomass but affected maize growth.
This suggests that cover crop soil-mediated effects on weed-crop competition may be complex
and need further investigation.

While we did not find support for our hypothesis in our study, we suggest further experiments
to test the RPDH in the field, with diverse weed communities and under various farm
management practices such as tillage or no-till, or source of fertilisation. This could provide
insights on the drivers of weed-crop competition in agricultural fields and help farmers
designing the best cover crop mixtures to suppress weeds.
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Supplementary materials

Supp. Table 4.1. Cover crop species and seeding rates (kg ha™), used in the long-term cover crop field experiment.

O: Spring oat (Avena sativa); T: Triticale (Triticosecale); CC: Crimson clover (Trifolium incarnatum); FP: Austrian winter pea (Pisum sativum);
FR: Forage radish (Raphanus sativus); C: Canola (Brassica napus); 2Spp: 2-species cover crop mixture; 3SppN: 3-species cover crop mixture
designed for nitrogen supply; 3SppM: 3-species cover crop mixture designed for weed management; 4Spp: 4-species cover crop mixture; 6Spp: 6-
species cover crop mixture.

Seeding rate

(kg ha™)
Botanical family Coyer Crop species O T CC FP FR C 2Spp 3SppN 3SppM 4Spp 6Spp
(scientific name)
Poaceae Spring oat 103 26 20
(Avena sativa)
Triticale
(Triticosecale) 139 20 20 20 20
Fabaceae Crimson clover o5 12 12 12
(Trifolium incarnatum)
Austrian winter pea 87 80 44 44 44 44
(Pisum sativum)
Brassicaceae Forage radish 11 3 3
(Raphanus sativus)
Canola 12 3 3

(Brassica napus)
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Supp. Fig. 4.1. Experimental design of the long-term cover crop experiment located at the
Pennsylvania State University Russell E. Larson Agricultural Research Center, Rock Springs,

Pennsylvania.

Each cover crop treatment is established in a randomized, full-entry complete block design (n
Blocks = 4). Every crop of the rotation (i.e. winter wheat, maize and soybean) is cultivated

every year in one entry (n Entry

3). Cover crops were planted in Entry 3 in 2021 and the

subsequent maize was harvested in 2022. Cover crop treatments are detailed in Supp. Table 4.1.
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Supp. Table 4.2. Main field operations for each crop (in yellow) and cover crop (in green) period of the field experiment.

Crop_plng Field operation Period
period
. Sowing November
Vx'hnetaetr Harvest July
Mowing, ploughing, disking and cultimulching August
Cover crops _ _ Sowing o _ _ August
Mowing, manure spreading, ploughing, disking and cultimulching May
Sowing May / June
Maize Tine weeding and cultivating June
Harvest November / December
Winter rye No-till sowing March
cover crop Mowing, ploughing, disking and cultimulching May / June
Sowing June
Soybean Tine weeding and cultivating June / July
Harvest October / November
Poultry litter spreading and disking November
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Supp. Fig. 4.2. Daily precipitation (mm) and average daily temperature (°C) during the cover

cropping period in 2021-2022.
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https://wcc.sc.egov.usda.gov/nwcc/site?sitenum=2036

Supp. Table 4.3. ANOVA table (type 11l Wald Chi-Square tests) highlighting the effect of cover crop treatment (CC treatment, as factor), weed
species competitor (weed, as factor), and their interaction on maize and weed biomass and nitrogen (N) quantity, and relative competition intensity
(RCD).

Results were obtained with generalised linear mixed effect models. Significant p-values at p < 0.05 are highlighted in bold. Weed species competitor
accounted for 3 levels for maize analyses (Maize alone, Maize grown with S. faberi and Maize grown with A. hybridus), and 2 levels for weed and
RCI analyses (Maize grown with S. faberi and Maize grown with A. hybridus).

Maize Weed
Factors Biomass N quantity Biomass N quantity

RCI

X* Df p-value X*> Df p-value X*> Df p-value X* Df p-value X* Df p-value

CC_treatment 16 8 0049 32 8 <0001 3 8 09 2 8 097 21 8 0.008
weed 277 2 <0.001 304 2 <0.001 666 1 <0.001 408 1 <0.001 82 1 <0.001
CC_treatment:weed 28 16 0.028 16 16 0.46 11 8 0.20 9 8 038 7 8 049
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Supp. Fig. 4.3. Average proportion of cover crop (per species) and weeds in the fall and spring dry aboveground biomass, for each cover crop

treatment of the study.

Cover crop treatments are detailed in Supp. Table 4.1.
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DISCUSSION GENERALE : LES COUVERTS D’INTERCULTURE, UN
LEVIER DE GESTION AGROECOLOGIQUE DES
ADVENTICES INTERESSANT A MOBILISER ?

Des leviers de gestion des adventices alternatifs aux herbicides doivent étre identifiées et
étudiés pour favoriser la gestion agroécologique des adventices.
Cette thése a étudié I’intérét des couverts d’interculture comme levier de régulation
biologique des adventices en grandes cultures.

Des études précédentes ont montré que les couverts peuvent réduire la biomasse et/ou la
densité des adventices en interculture et dans la culture suivante mais que leurs effets sont
déterminés par de multiples facteurs (e.g. composition des couverts, conditions
pédoclimatiques, méthode de destruction).

L’importance de ces facteurs seuls et en interaction les uns avec les autres doit étre étudiée
pour améliorer 1’efficacité des couverts d’interculture a réguler biologiquement les adventices.
De la méme maniére, il est nécessaire de comprendre par quels processus et dans quelle

mesure les couverts d’interculture régulent les adventices pour optimiser leurs effets.

Dans ce contexte, cette these avait deux objectifs : (1) identifier les déterminants et
qguantifier les effets de la régulation biologique des adventices par les couverts
d’interculture en interculture (Chapitre 1) et dans deux cultures suivantes (Chapitre 2),
et (2) identifier et quantifier les processus sous-jacents aux effets des couverts
d’interculture sur la régulation biologique des adventices dans la culture suivante
a court (Chapitre 3) et a long terme (Chapitre 4).

Cette derniere partie du manuscrit dresse le bilan de I’originalité des approches mises en
ceuvre dans la thése et des nouvelles connaissances apportées.
L’intérét des couverts d’interculture pour la régulation biologique des adventices au regard de
nos résultats et de ceux déja existants est ensuite discuté.
Enfin, les limites et perspectives de ce travail sont explicitées pour ouvrir de nouvelles pistes
de recherche.
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I ORIGINALITES DES APPROCHES MOBILISEES DANS LA THESE

1.1 UNEETUDE A DIFFERENTES ECHELLES TEMPORELLES

Cette these est la premiére a avoir étudi¢ 1’intérét des couverts d’interculture pour la régulation
biologique des adventices en grandes cultures a différentes échelles temporelles. En effet, les
recherches sur ce sujet ont principalement été menées a court terme, i.e. en interculture
(Kruidhof et al., 2008 ; Baraibar et al., 2018a ; Osipitan et al., 2019) et dans une culture suivante
(Kruidhof et al., 2009 ; Osipitan et al., 2018). Cette approche a court terme apporte des réponses
essentielles aux agriculteurs sur les solutions de gestion des adventices alternatives aux
herbicides, compatibles avec leurs objectifs de production. Cependant, les leviers de gestion
agroécologique des adventices pris individuellement ne peuvent atteindre le niveau d’efficacité
des herbicides et la présence de nombreuses adventices dans le stock semencier tamponne les
effets de ces leviers a court terme. Il est donc essentiel d’étudier sur le long-terme 1’efficacité
des leviers de gestion agroécologique des adventices seuls et en combinaison les uns avec les
autres.

Les études menées a plus long terme que la culture suivante sont rares car elles nécessitent
davantage de temps et de moyens (e.g. financiers, main d’ceuvre). Quelques études a long terme
(> 10 ans) ont étudié les effets des couverts d’interculture sur le stock semencier des parcelles
et montrent des effets variables (Nichols et al., 2020a ; Adeux et al., 2023). Ces études sont
nécessaires pour évaluer les effets a long terme des couverts d’interculture sur la flore adventice
des parcelles cultivées mais requiérent un travail fastidieux (i.e. en temps et en connaissances
botaniques) empreint de questionnements méthodologiques (Mahé et al., 2020). La
communauté adventice observée en culture étant dépendante du stock semencier mais aussi des
conditions biotiques et abiotiques de la parcelle, il est important d’étudier les effets a long terme
des couverts d’interculture sur les adventices présentes en culture et d’évaluer leurs effets sur
la compétition culture-adventices. Ainsi, I’expérimentation en serre menée dans cette thése est
la premiere a analyser les effets a long terme de 1’utilisation de couverts d’interculture sur la
compétition entre une culture et ses adventices.

Finalement, cette these a étudié les effets des couverts d’interculture sur la régulation biologique
des adventices a différentes échelles temporelles : a court terme, i.e. interculture (Chapitre 1) et
culture suivante (Chapitres 2 et 3), et a plus long terme, i.e. dans une deuxiéme culture suivante
(Chapitre 2) et apreés 10 ans d’utilisation des couverts d’interculture dans une rotation culturale
(Chapitre 4). Ce couplage des échelles temporelles a permis d’apporter des réponses sur 1’ intérét
des couverts d’interculture pour la régulation biologique des adventices a I’échelle des systemes
de culture.
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1.2 DESEXPERIMENTATIONS INNOVANTES POUR MAXIMISER L’OBSERVATION
D’EFFETS LIES AUX COUVERTS D’INTERCULTURE SUR LES ADVENTICES

Les ¢études sur la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture ont
principalement observé les effets des couverts sur les adventices en fonction de quelques
facteurs tels que la composition des couverts, leur date de semis ou encore le pédoclimat. La
méta-analyse de Nichols et al. (2020b) montre que ces facteurs rendent les effets des couverts
d’interculture sur les adventices variables et incertains. Il est donc important de comprendre
dans quelle mesure et comment certains de ces facteurs affectent la régulation biologique des

adventices pour améliorer la gestion des couverts d’interculture.

Dans cette these, les effets de la composition des couverts d’interculture, du niveau de
ressources en eau et en azote et de la méthode de destruction des couverts, seuls et en interaction
les uns avec les autres, ont été quantifiés. Une approche expérimentale factorielle a été conduite
au champ pour quantifier les effets des facteurs seuls et en interaction sur la régulation des
adventices. Aussi, des opérations culturales classiques telles que le travail du sol, le désherbage,
la fertilisation et I’irrigation qui peuvent affecter les adventices ont été manipulées
(i.e. amplifiées ou supprimées) dans nos expérimentations. Cette approche innovante a permis
de supprimer les effets de pratiques connues pour masquer les effets des couverts d’interculture
sur les adventices. Cependant, nos choix expérimentaux (i.e. laisser un sol nu non-désherbé,
fertiliser et irriguer les couverts d’interculture et conduire les cultures en semis direct, sans
désherbage, ni fertilisation, ni irrigation) étaient éloignés des pratiques des agriculteurs. Ainsi,
nos systémes de culture n’avaient pas pour objectif d’étre comparés a ceux des agriculteurs
mais bien de comparer les effets de nos facteurs seuls et en combinaison les uns avec les autres
pour tester ’efficacité des couverts d’interculture a réguler les adventices dans différentes
situations.

Cette étude est la premicre a avoir maximiser I’observation d’effets liés aux couverts
d’interculture sur les adventices en supprimant des pratiques connues pour masquer les effets
des couverts. Ces conditions expérimentales, bien qu’éloignées des conditions réelles de
production des agriculteurs, étaient essentielles pour identifier les déterminants et processus de
régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture et quantifier leurs effets.

1.3 DES APPROCHES COMPLEMENTAIRES AU CHAMP ET EN SERRE

Enfin, les connaissances sur 1I’importance relative des processus a 1’origine de la régulation
biologique des adventices dans la culture suivante sont limitées. Des études ont montré des
effets des couverts d’interculture sur la biomasse et/ou la densité adventice dans la culture
suivante par effet mulch (Osipitan et al., 2018) et sur le rendement de la culture suivante via la
fourniture d’azote (Marcillo et Miguez, 2017). Cependant, les adventices de la culture suivante
peuvent étre affectées a la fois par I’effet mulch des couverts et par leur fourniture d’azote,
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modifiant la compétition entre la culture et les adventices (Carrera et al., 2004) et aucune étude
n’a démél¢ et quantifié ces processus.

Dans cette these, les processus sous-jacents aux effets des couverts d’interculture sur les
adventices ont été identifiés et quantifiés par des approches complémentaires au champ
(Chapitre 3) et en serre (Chapitre 4) pour comprendre comment les couverts régulent les
adventices (i.e. effet mulch et/ou modification des ressources). Les expérimentations menées
au champ avaient pour objectif d’expérimenter dans des conditions proches de la réalité agricole
(i.e. dépendantes de la météo, du pédoclimat ou encore de la flore) reflétant les multiples
interactions qui existent dans I’agroécosysteme. Ce type d’expérimentation a permis de tester
I’efficacité de nos facteurs d’intérét dans différents contextes pédoclimatiques et de quantifier
I’effet mulch et la fourniture d’azote par les couverts dans la culture suivante. Une fois de plus,
le travail du sol, le désherbage, la fertilisation et I’irrigation en culture ont été supprimés pour
que leurs effets ne masquent pas ceux des couverts d’interculture.

Nos expérimentations au champ ont révélé des effets potentiellement liés a 1’azote fourni par
les couverts sur la compétition entre culture suivante et adventices (Chapitres 2 et 3).
La derniére expérimentation de la thése (Chapitre 4) a donc été menée en serre, i.e. en
conditions controlées, pour quantifier les effets des couverts sur la compétition entre une culture
et ses adventices uniquement médiés par le sol (e.g. niveau de ressources). En effet,
expérimenter en serre permet de s’affranchir des facteurs aléatoires tels qu’ils existent au champ
(e.g. météo, pédoclimat, interactions biotiques) et nous a permis de limiter la compétition pour
I’eau grace a une irrigation automatisée. L’expérimentation en serre nous a donc permis d’isoler
les effets médiés par le sol des différentes compositions de couvert sur la compétition culture-
adventices.

Ainsi, combiner expérimentations en serre et au champ a permis d’identifier et quantifier des
processus complexes de régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture.
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2 LES NOUVELLES CONNAISSANCES APPORTEES

2.1 SYNTHESE DES MESSAGES CLES DE LA THESE

Nos expérimentations ont montré que les couverts d’interculture réduisent efficacement la
biomasse adventice en interculture quelle que soit leur composition (de 68 a 94%) mais que
leurs effets au-dela de I’interculture sont faibles. La composition des couverts d’interculture et
leur méthode de destruction ont été des déterminants majeurs de la régulation des adventices en
interculture et dans les cultures suivantes, respectivement (Chapitres 1 et 2, Fig. 32).
Une augmentation du niveau de ressources en eau par irrigation et en azote par fertilisation au
semis des couverts d’interculture n’a pas amélioré la régulation biologique des adventices par
les couverts en interculture (Chapitre 1), ni dans les cultures suivantes (Chapitre 2).

Les couverts ont réduit efficacement la biomasse adventice en interculture, méme a faible
niveau de biomasse de couvert (2 t ha?, Chapitre 1). En revanche, la biomasse adventice dans
les cultures suivantes n’a pas été réduite par les couverts, probablement parce que la biomasse
des couverts était insuffisante réprimer les adventices par effet mulch (< 4 t ha*, Chapitres 2
et 3). Seule une destruction chimique des couverts d’interculture a permis de réduire
efficacement les adventices dans les cultures suivantes (Chapitre 2).

Selon la composition des couverts d’interculture, ces derniers ont fourni de 1’azote a la culture
suivante (Chapitre 3, Fig. 32). Cet azote a été valorisé par la culture lorsque les adventices ont
été détruites avec les couverts avant semis de la culture (i.e. destruction par herbicides Chapitres
2 et 3). En revanche, lorsque les adventices n’ont pas été détruites avec les couverts avant le
semis de la culture suivante (i.e. dans les modalités gel et roulage du Chapitre 2) ou ont germé
en méme temps que la culture (Chapitre 4), adventices et culture ont été en compétition pour
1’azote fourni par les couverts. Associer des légumineuses et non-légumineuses dans un couvert
d’interculture semble étre la meilleure composition pour améliorer la productivité de la culture
suivante (Chapitre 3) et réduire I’intensité de la compétition culture-adventices via la fourniture
d’azote (Chapitre 4).

Nos résultats montrent qu’a faible niveau de biomasse de couvert, ces derniers peuvent affecter
les adventices via la fourniture d’azote plus que par effet mulch. Les couverts d’interculture
doivent étre composés selon les caractéristiques biologiques des espéces (e.g. especes gélives,
Iégumineuses) et en lien avec le contexte de production (e.g. pédoclimat, flore, pratiques
agricoles, matériel disponible sur la ferme) pour optimiser la régulation biologique des
adventices et favoriser la productivité de la culture suivante. Toutefois, cette thése conclut que
I’efficacité des couverts d’interculture pour la gestion des adventices, dans des systémes sans
travail du sol et a faible utilisation d’herbicides, est faible. Davantage de répétitions dans
différentes situations de production (i.e. contextes pédoclimatiques, systemes de culture) sont
nécessaires pour confirmer cette conclusion.
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Figure 32. Synthése des résultats de la thése.
En encadré aux couleurs des chapitres figurent les principaux déterminants et processus
de régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture identifiés dans chaque chapitre.
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2.2 UN FAIBLE EFFET DES COUVERTS D’INTERCULTURE SUR LES ADVENTICES
AU-DELA DE LA PERIODE D’INTERCULTURE

Comme I’ont observé des études précédentes (Osipitan et al., 2019), les couverts d’interculture
testés dans cette thése réduisent la biomasse adventice en interculture et I’efficacité de cette
régulation dépend des espéces choisies pour composer les couverts (Adeux et al., 2021). Nos
résultats montrent que les couverts réduisent les adventices méme a faible niveau de biomasse
en interculture (2 t hal) et qu’au-dela de cette quantité de biomasse, la réduction de biomasse
adventice est tres faible. Ce résultat, déja observé par Baraibar et al. (2018b), confirme qu’en
plus de la biomasse des couverts d’interculture, leurs caractéristiques biologiques telles que la
vitesse de croissance et la capacité de couverture du sol sont déterminantes pour la régulation
biologique des adventices en interculture (Finney et Kaye, 2017 ; Blesh, 2018 ; Ranaldo et al.,
2020 ; Christina et al., 2021). L’originalité de notre expérimentation en interculture (Chapitre 1)
tenait a 1I’évaluation du niveau de ressources du sol (i.e. azote et eau) comme déterminant, seul
ou en interaction avec la composition des couverts, de la régulation biologique des adventices.
Nos résultats ont montré que 1’augmentation des ressources en eau et en azote n’a pas réduit la
biomasse adventice, méme lorsque la biomasse des couverts augmentait.

Dans toutes nos expérimentations au champ, |’observation d’effets lieés aux couverts
d’interculture sur les adventices dans les cultures suivantes a été maximisé en supprimant des
pratiques susceptibles de masquer leurs effets (i.e. travail du sol, désherbage, fertilisation,
irrigation). Ces conditions, étaient nécessaires pour quantifier les effets des couverts
d’interculture sur les adventices des cultures suivantes sans interaction avec d’autres pratiques
de gestion des adventices (Adeux et al., 2021). Malgré ces conditions expérimentales,
I’efficacité des couverts d’interculture pour la gestion des adventices dans les cultures suivantes
s’est avérée trés faible. La méthode de destruction des couverts d’interculture a été le principal
déterminant de la biomasse adventice dans les cultures suivantes, loin devant la composition
des couverts ou le niveau de ressources disponibles a leur semis. La destruction chimique des
couverts (i.e. avec du glyphosate) a significativement réduit la biomasse adventice dans les
cultures suivantes (Chapitres 2 et 3). Le gel et le roulage en revanche, n’ont pas réduit les
adventices présentes sous les couverts dans notre expérimentation, particulierement les
graminées ou les adventices a des stades de développement peu avancés (Chapitre 2). Les
adventices mal détruites ont alors pu continuer leur croissance dans la culture de printemps
suivante, prenant un avantage compétitif sur la culture pour les ressources du sol (i.e. nuisibilité
primaire directe), favorisant la perte de graines récoltées (i.e. nuisibilité primaire indirecte) et
réinfestant la parcelle et la culture d’hiver suivante par la production de semences (i.e.
nuisibilité secondaire). En effet, notre expérimentation était la premiere a révéler les effets des
couverts d’interculture sur les adventices d’une culture de I’année suivante et a montré une
réduction de la biomasse adventice dans cette culture que lorsque les couverts d’interculture
ont été détruits par herbicides et qu’aucun désherbage chimique n’a été effectué entre les deux
cultures.
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Nos résultats questionnent I’intérét des couverts d’interculture pour gérer les adventices dans
les cultures suivantes dans des systemes sans travail du sol, si le glyphosate, seul herbicide non-
sélectif encore disponible a la vente sur le marché européen, venait a étre retiré du marché
(Chauvel et al., 2022). Identifier des méthodes de destruction alternatives au glyphosate pour
détruire efficacement les couverts d’interculture dans les systémes de culture sans travail du sol
est essentiel, notamment pour les agriculteurs pratiquant 1’agriculture de conservation des sols
(Adeux et al., 2022; Cordeau, 2022). Cependant, nos résultats montrent que malgré une
destruction efficace des couverts d’interculture par gel ou roulage, les adventices situées sous
le couvert peuvent étre problématiques dans la culture suivante. Davantage de recherches sont
donc nécessaires pour identifier des méthodes de destruction des couverts alternatives aux
herbicides controlant efficacement les couverts mais aussi les adventices.

Enfin, apres 10 ans d’utilisation des couverts d’interculture dans une rotation, notre
expérimentation en serre (Chapitre 4) a montré que la compétition culture-adventices variait en
fonction de la composition du précédent couvert via les ressources du sol. En revanche, cette
expérimentation n’a pas permis de décorréler I’effet 1i¢ a 1’utilisation des couverts sur le long
terme de I’effet précédant. Nous faisons 1’hypothése que 1’effet des couverts observé dans notre
expérimentation est lié a un effet précédant plutét qu’a un effet long terme en raison de la
dynamique des ressources (e.g. azote) dans le sol (Chen et al., 2014). Nos expérimentations
questionnent donc I’intérét des couverts d’interculture pour la régulation biologique des
adventices au-dela de la période d’interculture (discuté dans la section 3).

2.3 UN EFFET DES COUVERTS D’INTERCULTURE DANS LA CULTURE SUIVANTE
LIE A LA FOURNITURE D’AZOTE

Nos résultats confirment que les couverts d’interculture peuvent fournir de 1’azote a la culture
suivante (Chapitres 2, 3 et 4) et que cet azote peut étre utilisé par la culture si les adventices
sont détruites efficacement avant son semis (Chapitres 2 et 3). La quantification des processus
de régulation biologique des adventices par les couverts (Chapitre 3) a montré une amélioration
de la productivité de la culture suivante via la fourniture d’azote et pas d’effet mulch des
couverts sur la biomasse adventice. Néanmoins, les couverts d’interculture pourraient avoir un
effet indirect négatif sur les adventices via la fourniture d’azote qui améliore la compétitivité
de la culture. Davantage d’études doivent étre menées pour étudier cette question (Mirsky et
al., 2013).

L’expérimentation en serre (Chapitre 4) a montré que Selon leur composition, les couverts
d’interculture modifient I’intensité de la compétition entre culture et adventices pour les
ressources du sol. Le couvert associant du triticale a un trefle et un pois a permis de réduire la
competition culture-adventices en faveur de la culture dans cette expérimentation. Au champ
(Chapitre 3), les couverts d’interculture associant des légumineuses et non-légumineuses ont
favorisé la fourniture d’azote en faveur de la culture sur chaque parcelle testée. Ainsi, associer
legumineuses et non-légumineuses dans un couvert d’interculture semble étre la meilleure
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option pour réduire la compétition culture-adventices en faveur de la culture via la fourniture

d’azote.

En revanche, une attention particuliéere doit étre portée a la fois aux caractéristiques
fonctionnelles des especes légumineuses et non-légumineuses pour réduire ’intensité de la
compétition culture-adventices en faveur de la culture et & la méthode de destruction des
couverts. En effet, ces deux facteurs déterminent la vitesse de minéralisation de 1’azote dans le
sol et donc sa disponibilité (Snapp et Borden, 2005 ; Chen et al., 2014). La composition des
couverts d’interculture et leur méthode de destruction doivent étre réfléchis ensemble pour une
coincidence optimale entre la vitesse de minéralisation de 1’azote et les besoins en azote de la
culture suivante (Mirsky et al., 2013 ; White et al., 2016). Si nos résultats ont montré que 1’azote
fourni par les couverts d’interculture joue un réle dans la compétition entre culture et
adventices, suivre la disponibilité de I’azote dans le sol est nécessaire pour améliorer le service
de fourniture d’azote a la culture au détriment des adventices. Ce suivi, fastidieux au champ, a
été investigué par modélisation pour faire coincider la minéralisation de I’azote avec les besoins
de la culture (White et al., 2016). La simulation avec le modéle FLORSYS (Colbach et al., 2021)
pourrait apporter davantage de connaissances sur 1’azote libéré par les couverts d’interculture
et son impact sur la compétition culture-adventices.
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3 FAUT-IL UTILISER LES COUVERTS D’INTERCULTURE POUR
REGULER LES ADVENTICES EN GRANDES CULTURES ?

3.1 LESAVANTAGES ET INCONVENIENTS DES COUVERTS D’INTERCULTURE
COMPARE A UN SOL NU DESHERBE

Dans nos deux expérimentations au champ, les couverts d’interculture n’ont pas mieux régulé
les adventices dans les cultures suivantes que le sol nu non désherbé (Chapitre 2 et 3), et ce
méme si la biomasse adventice était plus faible dans les couverts que sur les sols nus en
interculture (Chapitre 1). Compte tenu de 1’investissement nécessaire pour semer des couverts
d’interculture et les conduire comme des cultures, laisser le sol nu en interculture pourrait étre
moins coliteux pour l’agriculteur. Cependant, laisser croitre des adventices en interculture
augmente le risque de production de nouvelles semences et de réalimentation du stock
semencier. Ainsi, en interculture, les agriculteurs qui laissent le sol nu gérent généralement les
adventices avec un travail du sol ou des herbicides selon leurs pratiques (Ballot et al., 2022).

Nos expérimentations ont révélé de faibles effets des couverts d’interculture sur la biomasse et
la densité des adventices dans les cultures suivantes. Cependant, il est possible que les couverts
d’interculture réduisent le stock semencier des parcelles en limitant la production de semences
adventices en interculture et que cette réduction ne soit visible qu’aprés plusieurs années
d’utilisation des couverts, particulierement dans des systemes de culture qui réduisent le travail
du sol. En effet, les travaux d’Adeux et al. (2021 et 2023) montrent que les couverts
d’interculture ont des effets tres faibles sur le stock semencier dans des systemes de culture
avec travail du sol tandis que ceux de Nichols et al. (2020a) montrent parfois une réduction
significative du stock semencier par les couverts d’interculture dans des systemes de culture
sans travail du sol. Pour aller plus loin, il serait intéressant de savoir si la réduction du stock
semencier par les couverts d’interculture réduit la pression adventice en culture. Dans notre
premiére expérimentation au champ (Chapitre 2), nous faisions 1’hypothese que la pression
adventice serait réduite dans la culture de 1’année n+1 en raison d’un contrdle des adventices
I’année n par les couverts en interculture et dans la culture suivante. Cependant, aucun effet des
couverts d’interculture n’a été observé dans cette culture. Cette derniere était probablement trop
proche dans le temps compte tenu de 1I’importance du stock semencier qui a probablement
masqué les effets des couverts sur les adventices.

Davantage d’¢études sont donc nécessaires pour analyser 1’efficacité des couverts d’interculture
comme levier de gestion des adventices a 1’échelle des systémes de culture et notamment d’un
point de vue économique et environnemental : I’utilisation des couverts d’interculture peut-elle
permettre de réduire 1’utilisation d’herbicides sans compromettre la production agricole ?
D’aprés Adeux et al. (2022), les systemes en agriculture de conservation des sols (i.e. systémes
sans travail du sol, avec une couverture végétale permanente du sol et une succession culturale

201



diversifiée), qui incluent donc des couverts d’interculture, ont davantage recours aux herbicides
que les systemes conventionnels (i.e. travaillant le sol). Ce résultat questionne la faisabilité de
I’arrét du travail du sol au regard de la nécessité de réduire I’utilisation d’herbicides puisque les
systemes de culture sans travail du sol ni herbicides ne semblent a priori pas compatibles avec
les objectifs de production des agriculteurs (Colbach et Cordeau, 2022). Pour réduire
I’utilisation d’herbicides en agriculture de conservation des sols, I’utilisation occasionnelle du
travail du sol pourrait étre envisagee (Adeux et al., 2022). En revanche, davantage d’études sont
nécessaires pour quantifier I’impact d’un travail du sol occasionnel (selon le type de travail du
sol) dans des systemes sans travail du sol sur les adventices et I’utilisation d’herbicides (Peigné
etal., 2016).

Enfin, méme si les couverts d’interculture sont souvent percus comme une contrainte
réglementaire par les agriculteurs (e.g. Directive Nitrates en France [Thareau et al., 2008]), ils
sont aussi considérés comme une nécessité agronomique en raison des nombreux services
¢cosystémiques qu’ils fournissent (Thomas et Archambeaud, 2016). En effet, méme si
I’utilisation de couverts d’interculture ne permet pas, a priori, de réduire I’utilisation
d’herbicides, des couverts implantés en interculture réduisent la lixiviation des nitrates (Thapa
et al., 2018a ; Nouri et al., 2022), diminuent 1’érosion du sol (Blanco-Canqui et al., 2015;
Daryanto et al., 2018), augmentent la biodiversité (Mallinger et al., 2019 ; Inveninato Carmona
et al., 2021) et stockent du carbone dans le sol (Poeplau et Don, 2015), autant de services qui
ne sont pas fournis lorsque le sol est laisseé nu. De plus, nos experimentations confirment des
études antérieures montrant que les couverts d’interculture peuvent fournir de 1’azote a la
culture suivante, ce qui lui permet d’améliorer son rendement (Marcillo et Miguez, 2017) voire
d’augmenter sa compétitivité vis-a-vis des adventices. Ainsi, ’implantation de couverts
d’interculture est un levier agroécologique prometteur pour assurer dans les prochaines années,
une production suffisante en quantité, durable et saine (Lamichhane et Alletto, 2022 ; Tibi et
al., 2022). Leur utilisation devrait donc étre augmentée pour réduire les surfaces laissées en sol
nu en période d’interculture (Ballot et al., 2022). Cependant, pour optimiser 1’utilisation des
couverts d’interculture en grandes cultures et réduire les risques pour les agriculteurs de semer
des couverts qui ne fournissent pas les services attendus, de nombreux fronts de science doivent
étre éclairés (e.g. la sélection d’espéces ou variétés adaptées a I’interculture, la composition des
couverts en fonction du contexte de production, 1’évaluation des codts et bénéfices associés a
I’utilisation des couverts d’interculture, doivent étre éclairés) (Lamichhane et Alletto, 2022).

3.2 AUGMENTER LA BIOMASSE DES COUVERTS D’INTERCULTURE POUR
FAVORISER LA REGULATION BIOLOGIQUE DES ADVENTICES AU-DELA DE
L’ INTERCULTURE

Nos résultats confirment ceux d’études précédentes (Nichols et al., 2020b), et montrent que les

couverts d’interculture ne sont pas efficaces pour réguler les adventices dans les cultures
suivantes. La période d’interculture n’était probablement pas suffisamment longue pour
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produire des biomasses de couvert élevées, un facteur identifié comme déterminant majeur de
la régulation des adventices dans la culture suivante (Baraibar et al., 2018b ; Osipitan et al.,
2018). En effet, selon les études, il faut atteindre a minima 5 t ha* de biomasse de couvert
(Nichols et al., 2020b) voire 8 t ha’ (Mirsky et al., 2013) pour réduire efficacement les
adventices de la culture suivante. De tels niveaux de biomasse sont difficilement envisageables
dans les systéemes de culture céréaliers en climat tempéré, méme en allongeant la période de
croissance des couverts en semant plus tot. En effet, les dates de semis et de destruction des
couverts sont déterminées par les dates de récolte et de semis des cultures précédentes et
suivante, respectivement. Semer des couverts en relais dans la culture précédente, ou utiliser
des couverts permanents pourraient étre envisagé mais ces techniques nécessitent davantage de
recherches pour une bonne maitrise de la compétition entre la plante de service et la culture.

Nos expérimentations montrent par ailleurs qu’utiliser des espéces estivales (e.g. sorgho
Chapitre 1) a forte production de biomasse potentielle (Tribouillois et al., 2015), et favoriser
I’implantation, la levée et la croissance des couverts par irrigation et fertilisation azotée, ne
permet pas d’obtenir des biomasses de couvert de plus de 4 t ha. De méme, I’utilisation de la
moutarde blanche (spécialement choisie pour sa vitesse de croissance rapide et sa capacité a
prélever rapidement 1’azote du sol [Tribouillois et al., 2015]) en association avec la phacélie
(Chapitre 3), n’a pas permis de produire plus de 3 t ha® de biomasse de couvert. Cela méme
lorsque la disponibilité en azote au semis des couverts (i.e. fertilisation azotée) a été augmentée.
Ces résultats montrent donc que fertiliser les couverts avec de 1’azote minéral (forme d’azote
directement accessible aux plantes) favorise leur production de biomasse (notamment celle des
especes non-légumineuses) mais que cette-derniere reste trop faible pour avoir des effets sur
les adventices de la culture suivante.

Ainsi, nos résultats entre un blé d’hiver et une orge de printemps (Chapitres 2 et 3) confirment
ceux de Nichols et al. (2020b) entre un mais et un soja ou encore ceux de Tadiello et al.
(2022) entre deux mais : il semble difficile d’atteindre des productions de biomasse de 5 t ha™
dans ces systemes de culture sous nos latitudes.

3.3 UTILISER LES COUVERTS D’INTERCULTURE EN COMBINAISON AVEC
D’AUTRES LEVIERS POUR GERER DURABLEMENT LES ADVENTICES

Dans la recherche de solutions alternatives aux herbicides pour gérer les adventices en grandes
cultures, toutes les pistes agroécologiques doivent étre étudiées. Cette thése s’est intéressée au
seul levier couvert d’interculture pour tester son efficacité dans la régulation biologique des
adventices, une étude nécessaire mais non suffisante pour atteindre 1’objectif de gestion
agroécologique des adventices. Comme le suggérent d’autres études, il faut combiner
I’implantation de couverts d’interculture avec d’autres leviers de gestion agroécologiques pour
réduire la nuisibilité des adventices et réduire significativement I’utilisation d’herbicides
(Fernando et Shrestha, 2023).
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Cultiver des cultures compétitives vis-a-vis des adventices, semer des plantes compagnes avec
la culture ou encore implanter des bandes enherbées ou fleuries et des haies aux abords des
parcelles, sont autant de leviers agroécologiques a étudier et mobiliser pour favoriser la
régulation biologique des adventices et plus largement, des bioagresseurs des cultures (Tibi et
al., 2022). Ce type d’agriculture est a méme d’assurer la sécurité alimentaire des humains dans
un contexte de changement climatique (IPCC, 2023). Cependant, utiliser et combiner ces leviers
au champ nécessite une reconception des systemes de culture actuels (MacLaren et al., 2020)
et cela pose la question de la possibilité de ce changement dans un contexte de marché
mondialisé.

Davantage de recherches doivent étre menées pour identifier et optimiser les interactions
biologiques bénéfiques au service de production dans les agroécosystémes. L’agroécosystéme
est un champ d’investigation complexe a étudier et il est essentiel de comprendre les processus
sous-jacents aux régulations biologiques. Dans cette thése, des connaissances sur I’importance
des processus sous-jacents aux effets des couverts d’interculture sur les adventices ont été
apportées. Cette étude doit étre reproduite en combinant davantage de compositions de couverts
d’interculture et de méthodes de destruction des couverts d’interculture alternatives au
glyphosate pour augmenter la généricité des resultats. De plus, en accord avec la littérature,
nous avons fait ’hypothése tout le long de ce travail que la compétition était le mécanisme
prépondérant de la régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture.
Cependant, d’autres mécanismes de régulation biologique des adventices par les couverts
d’interculture existent et pourraient avoir des effets significativement bénéfiques (e.g. prédation
et allélopathie). Dans nos expérimentations au champ, I’allélopathic a été évitée en ne
choisissant pas des especes connues pour avoir des effets allélopathiques. Bien qu’allélopathie
et compétition soient difficiles a décorréler au champ (Mahé et al., 2022), il serait intéressant
de tester I’efficacité de couverts allélopathiques et a forte production de biomasse a réguler les
adventices comparé a des couverts a priori non-allélopathiques. La régulation biologique des
adventices pourrait étre améliorée grace a 1’allélopathie mais la biomasse produite par les
couverts d’interculture (sous réserve qu’elle soit suffisante) est probablement le principal
déterminant de leur capacité a réguler les adventices.

Enfin, méme si la conception de systéemes de culture qui combinent des leviers de gestion
agroécologiques des adventices semble étre une solution efficace, il faut évaluer la capacité de
tels systemes a atteindre les objectifs de production des agriculteurs. En effet, des baisses de
rendement sont difficilement acceptables dans le contexte actuel ou la demande de produits
alimentaires en quantité et a bas prix augmente. Cependant, le systeme agricole productiviste
actuel n’est pas durable et montre ses limites (e.g. changement climatique, résistance des
bioagresseurs aux produits phytopharmaceutiques). Pour inciter les agriculteurs a utiliser des
leviers agroécologiques de gestion des adventices (tels que les couverts d’interculture) et
réduire I’utilisation des herbicides et/ou du travail du sol, il est nécessaire de produire davantage
de connaissances sur la gestion de tels systemes agroécologiques pour notamment assurer la
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rémunération des agriculteurs. Selon Lamichhane et Alletto (2022), la sélection d’espéces ou
variétés de couverts adaptées a la période d’interculture, la rémunération des agriculteurs pour
les services écosystémiques produits ou encore la recherche de méthodes de gestion des
couverts optimisant leur production de biomasse (e.g. fertilisation, irrigation, destruction, etc.)
sont essentielles pour augmenter 1’utilisation des couverts d’interculture et optimiser la
fourniture de services écosystémiques.

4 LIMITES ET PERSPECTIVES

4.1 DESRESULTATS VALABLES DANS LES CONDITIONS DE NOS
EXPERIMENTATIONS

Nos expérimentations au champ ont permis de croiser de multiples facteurs et de tester leurs
effets seuls et en interaction sur les adventices. Les expérimentations factorielles sont
intéressantes pour éetudier différents facteurs lors d’une méme année. En revanche, le nombre
de facteurs étudiés est techniqguement limité au champ (nombre de parcelles, croisement des
facteurs). Dans notre premiére expérimentation (Chapitres 1 et 2), le croisement des quatre
facteurs a engendré des contraintes techniques sur le terrain en lien avec la dimension des engins
agricoles (e.g. fertilisation, irrigation). De plus, lors de 1’analyse des données, construire des
modeles statistiques cohérents avec le dispositif expérimental était complexe. Dans notre
deuxiéme expérimentation (Chapitre 3), afin de mieux comprendre les processus sous-jacents
aux effets des couverts sur les adventices, le nombre de facteurs étudiés a été diminué et le
nombre de points et de types de mesures a été augmenté. Les expérimentations au champ sont
celles qui se rapprochent le plus de la réalité agricole et font face aux mémes facteurs
aléatoires (e.g. météo, sol, flore adventice), ce qui est essentiel dans la mesure ou ces facteurs
aléatoires interférent dans la régulation biologique des adventices par les couverts
d’interculture. Ainsi, les résultats obtenus dans cette thése sont valables pour les conditions de
nos expérimentations mais ne sont pas necessairement extrapolables & d’autres situations de
production. En effet, méme au sein de nos expérimentations, de la variabilité interannuelle et
spatiale a été observée. Augmenter le nombre de réplications dans des situations de production

7 o= =7

4.2 UN BESOIN DE COMBINER DAVANTAGE D’APPROCHES ET DE SCENARIOS
PEDOCLIMATIQUES POUR AUGMENTER LA GENERICITE DES RESULTATS

Plusieurs perspectives de recherche ont été évoquees au cours de cette discussion. En réesume,
nous suggerons que I’efficacité des couverts d’interculture pour la régulation biologique des
adventices soit étudiée a 1’échelle du systeme de culture et dans des situations de production
variés (e.g. variant en termes de contexte pédoclimatique, de flore adventice, etc.). De plus,
cette efficacité doit étre testée dans des systémes réduisant 1’utilisation des herbicides et du
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travail du sol et intégrant de multiples leviers de gestion agroécologiques des adventices.
Differents systéemes de culture, variant en termes de nombre et types de leviers de gestion
agroécologiques des adventices pourraient alors étre testés et comparés entre eux et a une
référence sol nu désherbée chimiguement ou mécaniquement. Un tel plan expérimental serait
tres complexe a realiser au champ et suggeére 1’utilisation des modéles de simulation mécanistes
de systémes de culture. Notamment, il est possible d’utiliser FLORSYS (Colbach et al., 2021),
un modeéle de simulation robuste spécialisé¢ dans 1’évaluation de 1’efficacité des systémes de
culture pour la gestion des adventices. Ce modele a fait ses preuves pour tester et comparer de
multiples systémes de culture limitant I’utilisation d’herbicides et du travail du sol (Colbach et
Cordeau, 2022).

FLORSYS permet en effet de tester un grand nombre de systemes de culture sur un pas de temps
journalier et a long terme (e.g. 30 ans) et de les comparer entre eux selon des indicateurs de
nuisibilité adventice. L’utilisation de ce modele est une approche intéressante pour la
conception de systémes de culture durables (Queyrel et al., 2023). Les systémes congus
pourraient ensuite étre testés en réel, par expérimentation au champ pour valider les résultats,
et/ou étre confrontés a des experts lors d’ateliers de co-conception (Queyrel et al., 2023). La
simulation pourrait aussi guider le choix d’espéces de couvert efficaces pour la régulation
biologique des adventices (Colbach et al., 2022). De nombreuses compositions de couvert
pourraient étre testées par simulation dans un premier temps, puis les meilleures compositions
seraient testées au champ. De plus, les différentes compositions de couverts pourraient étre
couplées a différents modes de destruction, ces deux facteurs ayant été révélés comme
déterminants de la régulation biologique des adventices dans cette theése.

Pour compléter ces approches, des enquétes aupres des agriculteurs pourraient étre menées pour
recueillir leur expertise en matiére de régulation biologique des adventices par les couverts.
Bien que les agriculteurs n’utilisent généralement pas les couverts d’interculture dans le but de
gérer les adventices, cet effet doit étre considéré au méme titre que la provision d’autres services
écosystémiques (Bybee-Finley et al., 2022; Lamichhane et Alletto, 2022).
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CONCLUSION GENERALE

Pour réduire I’utilisation des herbicides en grandes cultures, ’efficacité de multiples leviers de
gestion agroéecologiques des adventices, seuls ou combinés les uns avec les autres, doit étre
¢tudiée. Cette thése s’est focalisée sur un type de levier: I’implantation de couverts
d’interculture. Des études précédentes sur ce sujet ont montré que les couverts d’interculture
réduisaient les adventices en interculture et dans la culture suivante mais que leur efficacité
variait selon de multiples facteurs (e.g. composition des couverts, pédoclimat, niveau de
ressources, pratiques agricoles). Les objectifs de cette these étaient donc d’identifier les
déterminants majeurs de la régulation biologique des adventices par les couverts en interculture
et dans les cultures suivantes a différentes échelles temporelles et de quantifier leurs effets.

Par des expérimentations complémentaires au champ et en serre, cette thése a permis de mettre
en évidence que la composition des couverts d’interculture et leur méthode de destruction sont
des déterminants majeurs de la régulation des adventices en interculture et dans les cultures
suivantes. Dans les expérimentations menées au champ, les couverts ont réduit les adventices
en interculture (confirmant les observations d’études précédentes) mais les effets des couverts
d’interculture sur les adventices au-dela de la période d’interculture se sont révélés trés faibles,
et ce malgré la suppression de pratiques connues pour masquer les effets des couverts
(e.g. travail du sol, désherbage, fertilisation). Les couverts d’interculture ont principalement
montré des effets dans la culture suivante via la fourniture d’azote. L’effet mulch des couverts
d’interculture observé dans d’autres études n’a pas été observé dans cette these, questionnant
la capacité des couverts d’interculture a réguler les adventices au-dela de la période
d’interculture sous nos latitudes. Néanmoins, cette thése montre que la fourniture d’azote par
les couverts d’interculture pourrait étre un processus déterminant de la compétition entre culture
suivante et adventices.

Davantage de recherches sont nécessaires pour (i) identifier des systémes de culture
agroécologiques combinant couverts d’interculture et autres leviers de gestion agroécologiques
des adventices et (ii) tester la capacité de ces systemes a gérer les adventices tout en réduisant
I’utilisation d’herbicides et du travail du sol. De multiples approches (e.g. simulations,
expérimentations au champ et en conditions contrdlées, enquétes) doivent alors étre utilisées
pour obtenir des résultats génériques et favoriser le développement de la gestion agroécologique
des adventices.
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Annexe 1. Poster scientifique présenté au 19° colloque de I’European Weed Research Society
et au XVlle congrés de 1’European Society for Agronomy.

Weed suppression in cover crop mixtures under
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Annexe 2. Poster scientifigue présenté au XVlle congrés de 1’European Society for Agronomy.

Carry over effects of cover crop mixtures and management

practices on subsequent crops and weeds in no-till
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Titre : Régulation biologique des adventices par les couverts d’interculture : identification des
déterminants et quantification des effets a différentes échelles temporelles.

Mots clés : compétition, azote, rendement, grandes cultures, agroécologie

Résumé : Dans la recherche de multiples leviers
de gestion durable des adventices pour réduire
I’utilisation d’herbicides en grandes cultures, les
couverts d’interculture (i.e. plantes semées
aprés la récolte d’une culture de rente et
détruites avant le semis de la suivante) sont un
levier & explorer. Notamment par la compétition
qu’ils générent, les couverts d’interculture
peuvent en effet réguler biologiquement les
adventices en interculture et dans les cultures
suivantes mais leurs effets dépendent de
nombreux facteurs pouvant interagir entre eux
(e.g. pédoclimat, flore, pratiques agricoles). Les
objectifs de cette thése étaient d’identifier les
déterminants de la régulation biologique des
adventices par les couverts en interculture et
dans les cultures suivantes a différentes échelles
temporelles et d’en quantifier les effets. Une
premiére série d’expérimentations au champ a
permis d’identifier que la composition des

couverts d’interculture et leur méthode de
destruction sont des déterminants majeurs de la
régulation des adventices en interculture et dans
les cultures suivantes. Bien que les
expérimentations n’aient pas inclus de pratiques
connues pour masquer les effets des couverts
d’interculture sur les adventices (e.g. travail du
sol, désherbage, fertilisation), ces effets
observés au-dela de la période d’interculture se
sont révélés trés faibles. Des expérimentations
complémentaires au champ et en serre ont
permis d’identifier que 1’azote fourni par les
couverts d’interculture a la culture suivante
pouvait modifier I’intensité¢ de la compétition
entre culture et adventices. Pour aller plus loin,
davantage de recherches doivent étre menées
dans différentes situations de production en
combinant des approches expérimentales et la
simulation informatique, de fagon a augmenter
la généricité des résultats obtenus dans la these.

Title: Biological control of weeds using cover crops: identification of the drivers and quantification

of the effects at different temporal scales.

Keywords: competition, nitrogen, yield, field crops, agroecology

Abstract: Searching for multiple sustainable
levers to control weeds in arable fields and
reduce the use of herbicides, cover crops (i.e. the
plants sown after the harvest of a previous cash
crop and terminated before the sowing of a
following one) are a lever to explore.
Particularly through the competition they
generate, cover crops can biologically control
weeds during the cover- and subsequent
cropping periods, but their effects depend on
numerous  factors that may interact
(e.g. pedoclimate, flora, farming practices).
The objectives of this thesis were to identify the
drivers of cover crop weed control during the
cover- and subsequent cropping periods at
different temporal scales, and to quantify their
effects. A first series of field experiments

identified cover crop composition and
termination method as major drivers of weed
control during the cover- and subsequent
cropping periods. Although experimentations
did not include any practices known to override
cover crop effects on weeds in the cover- and
subsequent cropping periods (e.g. tillage,
weeding, fertilisation), the effects observed
beyond the cover cropping period were very
weak. Complementary field and greenhouse
experiments showed that cover crop nitrogen
supply can mediate the subsequent crop-weed
competiton intensity. Looking foward, further
research are needed in various production
contexts by combining experimental and
simulation studies, in order to increase the
genericity of the results otained in this thesis.
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