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RESUME

L’ingénierie agroécologique vise a produire desogavactionnables, pour concevoir des
systemes de cultures économiquement et écologiqugmeeformants, par la valorisation de
régulations naturelles. Notre problématique esttréensur la santé des cultures, et plus
particulierement sur la bactérie phytopathogeRalstonia solanacearumagent du
flétrissement bactérien alors qu’une souche extnéené¢ agressive menace la production de
tomates en plein champ en Martinique. La nécessié&plorer et de développer des
alternatives aux méthodes conventionnelles de g¢tiote des plantes (variétés résistantes,
pesticides), actuellement inefficaces, invite énlae en ceuvre d’'une démarche de conception
innovante. Nos travaux montrent que la mobilisatitume barriére rhizosphérique est une
stratégie de régulation biologique alternative f@#gnts processus y contribuent, telle que la
mycorhization, symbiose entre racines et champigmagicorhiziens a arbuscules, présents
dans la plupart des sols. Nous montrons que la lisation de réseaux de mycorhizes
indigénes a partir d’'un sol agricole permet une onlyization précoce de la tomate. De plus,
'association de plantes aux propriétés mycorhgies et assainissantes en conditions
contr6lées montre des effets bioprotecteurs part¢louvre de nouvelles perspectives de
combinaisons entre processus. Ces combinaisonsvemnitisables par des leviers d’actions
multi-scalaires. Nous avons produit une grille dlyse générique de ces leviers d’action
pour la conception, par des trajectoires d'innaratmultidirectionnelles, de « systemes de
culture bioprotégeés ». Dans le contexte agricoletimguais, une démarche d’apprentissage
permet en effet 'émergence d'une dynamigue de crmeption de systémes de cultures
recourant aux plantes mycorhizotrophes. Nos travamposent des outils pour une
exploration collective de nouvelles stratégies egtign durable de la santé des cultures.

Mots-clés: ingénierie agroécologique, santé des culturespsphére, mycorhizefalstonia
solanacearumthéorie C-K
ABSTRACT

Agroecological engineering aims to produce actitmdmowledge to design economically
and environmentally efficient cropping systems, dohn the exploitation of natural
regulation mechanisms. Our issue is centered op ¢trealth, especially on the plant
pathogenic bacteriurRalstonia solanacearur(bacterial wilt agent), of which an extremely
aggressive strain threatens field tomato produdtmoMartinique. The need to explore and
develop alternatives to conventional methods ofntplarotection (resistant varieties,
pesticides), ineffective in our case, calls for ihglementation of an innovative design
approach. Our work shows that the protection of nbets via the formation of a self-
sustaining rhizospheric barrier may be an alteveakiological control strategy. Different
processes contribute, such as mycorrhizal symbidmsveen roots and arbuscular
mycorrhizal fungi, which are present in most soM§e show that the mobilization of
indigenous mycorrhizal networks from an agricultusail allows early mycorrhization of
tomatoes. In addition, the association of plantd wiycorrhizal and sanitizing properties in
controlled conditions showed partial bioprotecteféects and opens up new prospects for
combinations between processes. These combinatiagsbe exploited in various ways. We
produced a generic analysis grid of key leversasigh "healthy cropping systems " through
multi-directional innovation trajectories. In Marigue's agricultural context, a learning
process allows the emergence of a dynamic co-dedigropping systems using mycorrhizal
plants. Our work thus provides tools for collectiwexploration of new sustainable
management strategies for crop health.

Key-words : agroecological engineering, crop health, rhizesph mycorrhizaeRalstonia
solanacearumtheory C-K
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Mettre en ceuvre la transition agroécologique pa@surer la sécurité alimentaire tout en
préservant les ressources (sol, eau, biodivesitgrgies fossiles) nécessite la conception de
systemes agricoles économiquement et écologiquepeirmants (Guillou et al. 2013).
Maintenir la productivité des systemes de cultuoaitten réduisant leurs impacts
environnementaux est un enjeu scientifique, tealnigt sociétal majeur. Dans les systemes
de cultures actuels, dans les « pays du sud » camame « les pays du nord », les pertes de
récoltes dues aux maladies et ravageurs (bioagms$stelluriques (bactéries, nématodes,
oomycetes, champignons phytopathogenes) sont @mlaéplus de 10% (Oerke 2006,
Raaijmakers et al. 2009). Les stratégies portéed’ipgensification de I'agriculture (éZ'e
révolution agricole) basées sur l'utilisation irdes@ d’intrants de synthése et la sélection de
variétés résistantes aux bioagresseurs ont mare limites : pollution des eaux et des sols
par les pesticides, réduction de la biodiversitdergence de bioagresseurs résistants,
fragilisation des exploitations agricoles (ende#atn dépendance aux marchés). Ces
conséquences environnementales, sanitaires, écguesniet sociales ont conduit a des
politiques visant (i) a une réduction importants geoduits phytopharmaceutiques autorisés
en Europe associés a des plans d’accompagnemeagud@dteurs (plan Ecophyto en France
par exemple visant a améliorer et réduire I'utilima des pesticides) (ii) au développement de
l'ingénierie génétique pour accélérer les processuselection de variétés performantes, voie
privilégiée actuellement par la majorité des adale la recherche agronomique a I'échelle
internationale (Vanloqueren et Baret 2009). Cepenidace a I'émergence de plus en plus
rapide de bioagresseurs résistants, les stratégiphytoprotection actuelles conduisent, dans

certains cas, a des impasses.

En Martinique, territoire insulaire francais de @Garaibe, par exemple, la production de
tomate en plein champ, premiére culture produiteoesommeée sur place est menacée par
'apparition d’une population tres agressive deb&térie phytopathogéne responsable du
flétrissement bactérienR. solanacearunjWicker et al. 2007)Aucune variété ou source de

résistance n'a été identifiee a ce jour (Lebeaale011) et les pertes sur une parcelle
peuvent atteindre 100% de la production. Cette jadppn émergente vient par ailleurs d’étre

identifiée en Guyane (Deberdt et al. 2014). Le ugs@gl’'une progation a une plus grande

échelle géographigue d’'une part et a une plus lgageme d’hétes (la souche identifiée est
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génetiqguement proche du phylotype a l'origine demaladie de Moko du bananier par
exemple) est élevé. Ce cas d'étude invite a repdasestratégies de protection des cultures

par la mobilisation d’autres moyens ou fonctioramment les régulations naturelles.

Les pertes de récoltes dues aux bioagresseursigals résultent d’une interaction initiale
forte entre les racines et les microorganismestiLes plantes libérent par leurs racines plus
de 20% des composés qu’elles photosynthétisenjuce€onduit a la création d’'une zone
d’activité biologique trés intense, la rhizosphestydiée depuis plus d’'un siecle (Hiltner
1904) mais dont le fonctionnement souleve toujodes nombreuses questions. Les
microorganismes de la rhizosphére représenterffetniae plus importante diversité génétique
terrestre : ainsi, on estime qu’un gramme de sSabsphérique contient jusqu’a ‘taellules,

30 000 especes microbiennes (Berendsen et al. 2fi1R)squ’'a des dizaines de meétres
d’hyphes fongiques (Leake et al. 2004). Certains ©#&s microorganismes sont
phytopathogénes comnie. solanacearugnd’autres neutres (commensuals) ou bénéfiques
pour les plantes. C’est au sein de la rhizopheeedps bioagresseurs telluriques, telle que la
bactérieR. solanacearunse nourrissent et se déplacent jusqu'a pénétres l@a racines.
Cependant, la rhizosphere est également le siegerdbreux processus bénéfiques pour les
plantes. Les microorganismes du sol y jouent ua ¢ pour le maintien de la croissance des
plantes (van der Heijden et al. 2008), et fourmsske multiples services écosystémiques
(services rendus a I'homme par la nature): supp@gulation, fourniture (Millenium
Ecosystem Assessment 2005). De multiples microgsgees s’alimentent des molécules
carbonées libérées par les racines (ou exsudatenrtbuent aux processus d’agrégation des
particules de sol, au bouclage des cycles géochamsica la croissance des plantes, etc. Par
conséquent, valoriser les processus rhizosphérigffes des stratégies innovantes tres
prometteuses pour I'amélioration de la productivatéde la santé des plantes (Ryan et al.
2009). Parmi les nombreux microorganismes bénéigies la rhizosphére, on trouve les
champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) guertréles associations symbiotiques, les
mycorhizes avec 80% des especes végetales avaeellesqils co-évoluent depuis 450
millions d’années. Les mycorhizes contribuent &riantation hydrominérale des plantes en
démultipliant leur surface racinaire par un facteui peut aller jusqu’a 1000, par la
constitution d’'un réseau de filaments. Ce réseam@ieaux plantes de capter les ressources
nutritives du sol. En échange, les champignons nyziens peuvent recevoir jusqu’'a 10%
des produits de la photosysnthese des plantes (iodegke et al. 2014). Les mycorhizes

contribuent a la production de nombreux servicess¥gstémiques parmi lesquels la
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biorégulation. En effet, par un ensemble de prasesiirects (i.e. compétition), et indirects
(i.e. induction des défenses naturelles), les nhyzes contribuent a la diminution des
attaques des bioagresseurs et a la réduction riedéince des maladies (Azcon-Aguilar et
Barea 1996, Veresoglou et Rillig 2012).

Ainsi, le réle des interactions entre plantes afradrganismes de la rhizosphére, qu’ils soient
phytopathogénes ou bénéfiques, est capital powwafdé et la productivité des cultures.
Néanmoins, les processus rhizosphériques sont exypisités en agriculture (Brussaard,
2007, Orrell et Benett 2013). En cause, notamment kcomplexité et les difficultés
méthodologiques pour les étudier, le sol étant diemextrémement complexe et opaque ou
les processus sont tres difficiles a observer évaluer. Or, face a I'impasse actuelle a
laquelle ont conduit les stratégies portées papadedigme productiviste (simplification,
artificialisation, apport massif de produits de tegse, mécanisation), et grace au
développement d’outils haut-débit d’analyse dehlaasphére (métagénomique, protéomique,
métabolomique, etc.), explorer et piloter les psscs rhizosphériques est une alternative
prometteuse a certaines pratiques conventionnéfaan et al. 2009). Mobiliser ces
processus s’inscrit dans des stratégies de vadiiomnsde services écosystémiques produits par
la biodiversité (microbienne et végétale). Cetteerahtive nécessite non seulement de
produire de nouvelles connaissances sur les int@nacentre plantes et microorganismes du
sol, mais aussi de nouvelles méthodes et outilse e nouveaux cadres conceptuels. La
conception et I'appropriation par les agricultedesces stratégies alternatives de production
basées sur la mobilisation de régulations natwgtaur la santé des cultures, constituent un
enjeu crucial pour contribuer a la double perforogatte I'agriculture.

Cet enjeu est primordial en Martinique ou le seciyricole est confronté a de multiples
défis dans un contexte de crise environnementajeurgasuite a la pollution des écosystemes
par la chlordécone, pesticide persistant utilisébananeraie pendant des dizaines d’années
(Cabidoche et al. 2009). Largement dominé par lgsres industrielles vouées a I'export
(banane, canne a sucre) et par le modéle conveetiate production intensive, le secteur
agricole martiniquais doit aujourd’hui au regard émjeux en terme de durabilité : i) allier
agriculture productive et pourvoyeuse d’emploispeéservation de I'environnement, ii)
soutenir une production alimentaire diversifiéeadoxisation locale visant a une meilleure
satisfaction quantitative et qualitative de la dede intérieure, et iii) développer

harmonieusement le tissu rural (Ozier-Lafontainale2011). Les cultures maraichéres, et en
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particulier la tomate, constituent un pilier dedtunes dites « de diversification ». Or
actuellement le taux d’approvisionnement du matobal en légumes frais n’est que de 56%
(DAAF Martinique 2013). Cependant, de part le crtgeggeographique insulaire et le climat
tropical humide, les cultures maraichéres connaissee tres forte pression de bioagresseurs
(maladies, ravageurs) toute I'année. Pour la tonmate exemple, alors qu’aucune des
stratégies de lutte conventionnelle ne permet tterlgontre le flétrissement bactérien causé
par la souche émergente extrémement agressive, élelogpppement de stratégies
agroécologiques alternatives est crucial pour lentiee d’'une production maraichere en
plein champ. Alors que les cultures maraicheres abus (principalement tomates et salades
sous serres « lourdes ») se sont considérablenésetiogppées ces 10 derniéres années, on
constate une tres forte volonté de la part descatgirs composant la petite agriculture
familiale, qui n'ont pas la capacité d’investigdimns des infrastructures telles que les serres,
de continuer a produire des légumes pour des tradurts. Une enquéte-diagnostic a
lorigine de ce travail de these a montré que denbreux producteurs martiniquais
s’inscrivent dans des démarches d’agroécologiepnsent leurs systemes de cultures (cf.

rapport de stage Munoz 2012).

La finalité de cette these consiste a développer approche d’'ingénierie agroécologique
visant, a terme, a explorer et piloter des processizosphériques pour la santé des cultures.
Notre attention s’est portée sur la gestion agrogigue du flétrissement bactérien de la
tomate. Le contexte de la culture de la tomate artiMque est particulierement favorable au
développement de ce type d’approche puisque, danteil n’existe aucune méthode de lutte
traditionnelle (sélection variétale, utilisation dmesticides) efficace contre la souche
extrémement agressive a l'origine du flétrissentetdtérien présente localement et, d’autre
part, on constate une forte volonté de la partadésurs (agriculteurs, collectivités, recherche
agronomique, développement agricole) de mainten& production de tomates en plein
champ.

Dans les paragraphes suivants qui fondent la prailque de cette these, le cadre conceptuel
de Tlingénierie agroécologique est explicité (sl enjeux liés au développement
d’'innovations pour la santé des cultures sont mitése(ll), la nécessité de renouveller les
démarche de conception de systemes de culturesgeshenté (1), la théorie de conception
innovante mise en ceuvre est décrite (IV) ainsiltpigrét de son application a la conception

de « systémes de cultures a base de tomate biggsoténtre le flétrissement bactérien » (V).
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L Agroécologie et ingénierie agroécologique

Dans son document d’orientation stratégique 20MB20'INRA affiche I'agroécologie
comme une préoccupation majeure, dont le développeest relayé depuis plusieurs années
par la production scientifique, la création de padationaux, la réalisation de manifestations
diverses et la création de formations s’y rappadrt®enforcer la pertinence et I'utilité de
'agroécologie pour répondre aux enjeux de réduoctite I'impact environnemental de
'agriculture tout en améliorant I'offre de prodaitagricoles doit contribuer a la double
performance économique et écologique de Il'agricelt(Guillou et al. 2013). Dans cet
objectif, le « projet agroécologique pour la FrancgMAAF 2012) est décliné entre autres
dans le plan d’action global pour I'agroécologieAM- 2014) qui intégre le plan Ecophyto
(réduire et améliorer [l'utilisation des produits ygfpharmaceutiques), le programme
Ambition Bio 2017 (augmenter les surfaces en atjtioel biologique) et autres plans visant a
« Produire autrement ». La mobilisation est égafgnmportante au niveau international, ou
I'agroécologie, sensu lato, recoit aujourd’hui @tention accrue face aux défis alimentaires,
environnementaux et sociétaux du 3éeme millénaiepp@rt «Agroécologie et droit a
alimentation» (De Schutter 2010), International Symposium orroggology for Food
Security and Nutrition organisé par la FAO en 20in de garantir la sécurité alimentaire
au niveau mondial et de préserver les terres powr production agricole durable, le
rapporteur spécial des Nations Unies sur le droitaBmentation, a présenté en effet
'agroécologie comme étant la solution a priviléges a appliquer a grande échelle (De
Schutter 2010). Malgré le courant fort créé autdeircette thématique (Altieri 1983, 1995,
1999 ; Francis et al. 2003; Gliessman 2007 ; Wetell. 2011), 'agroécologie se présente
cependant comme une discipline jeune qui cherchererses marques. Tomich et al. (2011)
proposent une revue de littérature qui décrit sspge de I'agroécologie dans la perspective
du changement global. L’interdisciplinarité, lagarien compte des processus écologiques et
sociaux, la valorisation de la biodiversité, la dithtion des intrants de synthese par des
services écosystémiques intrants, l'analyse desawvds d’innovation sont des éléments
fondateurs de l'agroécologie (Tomich et al. 201Rar ailleurs dans leur analyse du
"paradigme de [lintensification écologique”, Doré al. (2011) préconisent certains
changements d’attitudes en rupture avec la vidassimue de la recherche agronomique pour
produire des connaissances et un savoir neufsrait ge la conception d’agrosystémes
innovants. En sortie de ces "nouvelles avenuegipse le défi de la construction d’'un savoir

"actionnable” (Avenier et Schmitt 2007) au servidaine ingénierie d’agrosystemes
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ecologiquement intensifs. Contrairement, aux systemtensifs conventionnels qui sont des
systemes ouverts a fortes exportations, les agrsgs ecologiquement intensifs devront
chercher a réduire la facture entropique via Ratton en réseau de différentes fonctions
biologiques. A la difficulté de comprendre commeidrganisent les interactions et leurs
synergies/antagonismes a l'échelle des processrs, se surajouter celle de leur pilotage,
dans un cadre systémique élargi, intégrant desrdiimies spatiales supérieures a celle de la
parcelle, mais aussi les dimensions socio-éconagsiget ce dans un contexte mouvant et
imprevisible. En se situant dans ce cadre, I'agrogge souleve de nouvelles questions sur
les concepts et outils a mobiliser ou a créer pmmprendre, agir et s’adapter avec une
certaine flexibilité que Jackson et al. (2010) @xent par le concept destistainagility. Des
inflexions sont a produire aussi bien dans le chaeg concepts a mobiliser que dans les
attitudes de conduite de la recherche.

Promouvoir I'agroécologie par l'analyse, la conamptet I'évaluation d’agrosystemes a
biodiversité renforcée est une priorité assortenpux forts autour de la question des outils
pour l'ingénierie et des lieux d’assemblage thagegjet expérimentaux de la connaissance.
La définition générale de I'ingénierie développée le collectif qui a analysé « L'ingénierie
a 'INRA » est la suivante : Rémarche, action ou posture ayant une finalité afénnelle

et mobilisant un ensemble de connaissances et mpéatences scientifiques, techniques et
organisationnelles dans ce butNéanmoins les auteurs ajoutent qu’il est néaesdalargir
cette définition pour considéredacfacon dont peut ou doit se construire le buietdela, la
valeur assignée a ce qui est produit. La rechessnde ne peut énoncer ce but. L’ingénierie
doit s’inscrire dans des partenariats qui contribtiea la construction des buts, a
I'identification des besoins a satisfaire, desisiéiteurs, de la valeur d’'usage et économique
d’'un bien produit> (Baroiller et al. 2011, p. 5). Ainsi, dans leuralyse de l'ingénierie a
'INRA les auteurs soulignent quel'tgénierie est marquéee par I'existence d’'une fitéa
opérationnelle, qu’elle consiste a produire et asbker des connaissances et des ressources
pour réaliser ce but, sachant que cela doit seiséaldans des formes organisées, dés lors
gu'un seul individu ne peut prétendre disposer @msemble des connaissances et des
ressources nécessaires a la réalisation de ce@eitte activité a un colt et se pose alors la
guestion du retour sur investissement et celle aldaton dont se construit la valeur,
économique certes, mais aussi sociale, de ce dqupresluit a I'issue de cette activiteé
(Baroiller et al. 2011, p. 5)

L’ingénierie est un des enjeux forts de I'agronomiais aussi de I'écologie au sens large

pour passer d’'une posture descriptive des écosgstanune posture d’action (Mitsch 2012).
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Ce courant se structure aujourd’hui autour de €mgrie écologique sous forme de discipline
académique a la croisée de I'écologie et des sesede 'ingénieur. L'ingénierie écologique
s’inscrit dans une démarche d’ « action par et pewivant » (Rey et al. 2014). Mitsch et
Jorgensen (2003) définissent l'ingénierie écologiqgomme the design of sustainable
systems, consistent with ecological principles,cwhintegrate human society with its natural
environment for the benefit of bdtiCette définition souligne I'importance du proses de
conception qui fonde les démarches d’'ingénieri¢ogigue.

L’approche que nous avons choisie de développerigei le renforcement de concepts et
outils & mobiliser pour faire évoluer la capacit® cbnception de systémes de culture
innovants écologiqguement intensifs. D’aprés Bert{2213), cependant, les nombreuses
connaissances sur les régulations écologiquesitsupar I'écologie sont difficiles a intégrer
dans les démarches de conception de I'agrononties; mettent en cause le raisonnement
de conception lui-méme. Lécologie semble mener 'agronomie d’'une crise dagoirs a
une crise de l'action : d'un c6té elle met en éwmitke I'importance de reconnaitre le
fonctionnement complexe des écosystémes et révéedmsemble de régulations négligées
dans les modeles de l'agronomie ; d'un autre, atmligne I'impossible maitrise des
conséquences des actions de gestion sur les éew®st Or comment rendre possible
I'action? Comment engager une posture de conceplies écosystemes anthropiques qui
prenne en compte leur fonctionnement et leurs aontes, de maniere a pouvoir les
maintenir et les protéger ? Depuis plusieurs déesinde nouvelles connaissances en
agronomie et en écologie tendent a surmonter desesrdes savoirs et de I'action en
introduisant des concepts et des modes de raisamesmouveaux (Berthet 2013, p.68).
L’ingénierie agroécologique fait partie de ces appes qui visent a concevoir des systéemes
de culture durables basés sur I'exploitation degsilegions biologiques. Elle fait évoluer les
meéthodes de conception de systemes de cultureaisanrde la complexité des processus
impliqués, de la multiplicité des échelles et destqurs d’enjeux. En cela, l'ingénierie
agroécologique mobilise un ensemble de connaissaneecompétences et de savoir-faire
gue les acteurs doivent s’approprier, activer, wgbw desquels ils doivent s’organiser et
s’entendre pour éclairer leurs processus de décedia’action. L'ingénierie agroécologique
englobe les pratiques, techniques, itinéraires,hotss et outils produits et/ou mis a
disposition des acteurs et dont ils se saisisseomtrairement au transfert technologique,
'ingénierie agroécologique n'offre pas de solutmmnsensuelle mais des connaissances, des
meéthodes et des outils pour accompagner les acteuterrain dans la conception d’'une

diversité d’'innovations qu’ils puissent adapteeart besoins et a leurs différentes situations.
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Elle nécessite que les acteurs s’inscrivent darsspdecessus continus d’apprentissage et
d’amélioration des connaissances.

Cette thése propose une démarche qui s’inscrit danslynamique de la transition
agroécologique, c’est a dire une démarche holistitransdisciplinaire, participative, orientée
vers l'action et située (territorialisée) (Menddzaé 2013, Duru et al. 2014, Angeon et al.
2014).

11 Santé des cultures et innovation

L'ingénierie agroécologique invite au développemeahtine approche systémique des
innovations ou les acteurs (chercheurs, agricudfelgxpérimentateurs, prescripteurs,
industriels, etc.) interagissent au cours du pmcesle conception, d’évaluation et d’adoption
de systemes de cultures innovants. L'ingénierieo@mplogique difféere des approches
majoritairement développées jusqu’ici pour la cquica d’'innovations en santé des cultures.
Ces dernieres sont basées essentiellement suansfdart de technologie (optimisation des
intrants : variétés améliorées, produits fertiltsaat phytosanitaires), de la recherche aux
agriculteurs en passant par différents interméeiajexpérimentateurs et/ou prescripteurs des
instituts techniques, chambres d’agriculture, omlg@ions professionnelles ou entreprises
privées). Schut et al. (2014) proposent une revibiobraphique de la relation entre
protection des cultures et approche systémique igiegvations. A partir de l'analyse
systématique de plus de 80 000 publications (d& £92012), ils montrent que la protection
des plantes s’apparente a l'innovation dans desrdiques de développement, transfert,
adoption et diffusion de technologies a I'écheléela ferme dans 9,2% des publications, et
tres rarement a une approche systémique des inoesd0,1% des publications). Une faible
attention est portée aux dimensions institutiomsedit politiques et aux interactions entre les
différentes échelles de mise en ceuvre des systéimgsrotection des cultures (ferme,
territoire, état, etc.). La majorité des publicaotraitent de moyens d’optimiser les
caractéristiques des systemes de cultures exissamis explorer des transformations plus
structurelles, ni les phases de conception desvatiums. Les auteurs soulignent que la
littérature ne propose que tres peu de cadres ptrale et de guides d’analyse multi-

dimensionnel appliqués a la santé des culturesu(®thal. 2014).

Dans cette thése nous posons I'hypothése suivactacevoir des systémes de cultures
innovants bioprotégés par une démarche d’ingéniexgroécologique nécessite de

mobiliser de nouvelles stratégies de regulation demgresseurs. En conséquence, les
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pratiqgues a mettre en ceuvre valorisent les servasetus par la biodiversité et s’appuient sur
des synergies entre processus de régulation. logsiigdes leviers d’action multi-scalaires,
ces systemes de cultures sont co-construits au deeirtrajectoires d’innovation multi-

directionnelles.

Cette thése propose, a partir de I'exemple declaneeption de systémes de culture & base de
tomate bioprotégés contre le flétrissement bactérjede présenter une dynamique de
conception ou les difféerentes étapes sont expdisitét formalisées. La formalisation des
étapes de conception s’appuie sur la théorie C-Ka deConception innovante » (Hatchuel et
Weil 2003, Hatchuel et Weil 2009).

III. Explorer de nouvelles alternatives face aux multiples enjeux de
I'agriculture

Les systemes agricoles actuels répondent mal aulaptitité des enjeux au sein desquels
I'agriculture doit s’inscrire aujourd’hui : fournides biens alimentaires et non-alimentaires,
préserver les ressources naturelles, contribuedéaeloppement économique et social des
territoires, réduire l'usage des pesticides et i&sion des gaz a effet de serre, etc. On
constate un immense besoin de re-conception dé&&nsgs agricoles alors que les démarches
habituelles de conception mobilisées en agronon@esemblent plus pouvoir répondre a ces
multiples enjeux (Meynard et al. 2012). En effde®ls’'inscrivent dans une dynamique de
conception réglée dont l'objectif est d’améliorele maniére graduelle, des produits ou
technologies existants (Le Masson et al. 2006).sDam régime de conception réglée, les
objectifs de la conception sont clairement défanisavance. Les compétences a mobiliser et
les modalités d’évaluation des résultats de la epti@n sont identifiées au préalable. La
division du travail est possible et les méthodes tdevail standardisées ; les filieres
industrielles et les disciplines scientifiques sstabilisées. €omme le rappellent Le Masson
et al. (2013), les méthodes de conception réglé¢ dnt essayé d’'une part de modulariser la
conception (i.e. diviser le systeme a concevoirsens-systemes, pour pouvoir penser la
conception de chaque sous-systéeme de facon indEmefdet d’'autre part d’identifier des
solutions génériques a des problemes domnéBerthet 2013). Dans le domaine de
I'agriculture la conception réglée peut étre iliast par la création variétale, 'amélioration de
la fertilisation et le développement de nouveawdpits phytopharmaceutiques. Or, face aux

nouveaux défis du XXleme siecle en matiére agrietlalimentaire, les cadres de conception
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habituels sont remis en cause et la conceptioreéeéglest plus adaptée pour répondre a la
multiplicité des enjeux. La re-conception des gyst® agricoles doit proposer « une diversité

de solutions et laisser aux agriculteurs et awmsurs le choix de différents avenirs d’'une

part et aider les agriculteurs a construire et smtdpurs propres systemes a leur situation,
construire leurs compromis a partir de leurs preprennaissances et de connaissances
scientifiques d’autre part» (Meynard et al. 2012¢. nouvelles démarches de conception de
systemes de culture innovants sont ainsi dévelapiefies que la conception de novo assistée
par modele ou basée sur le prototypage de systéenesltures en atelier de conception ou la
conception «pas a pas » mise en ceuvre par exetaple le cadre d’expérimentations

systeme (Meynard et al. 2012). Ces démarches reebilides connaissances expertes et

profanes et produisent différents types de syst@aesilture améliorés in itinere.

IV. La théorie de la conception innovante

La conception innovante désigne un processus dexfobn visant a satisfaire des attentes
tout & fait nouvelles, a éviter les « effets dafiian ». La fixation est un mécanisme cognitif
qui incite une personne a rester dans le domairsesieonnaissances acquises. C’est un frein
a la créativité et a I'innovation (Agogué et al13). L'enjeu n’est plus aujourd’hui face a une
problématique de choisir la meilleure décision ndimugmenter I'espace des alternatives.
Dans les démarches de conception innovante I'iemtiéme des objets & concevoir est
révisée : I'lphone n’est pas uniquement un téléghamis un «outil de connexion au
monde », Velib n’est pas uniquement un vélo mais«systeme de transport collectif
partagé ». Souvent les attentes ne sont pas canyat specifiées au début de la conception,
et se précisent au fur et a mesure que I'objet cqgmend forme. La conception innovante
demande non seulement de la créativité, mais augsigrande capacité a faire évoluer au
cours du processus les objectifs visés ainsi gaehamps des savoirs et les collaborations
mobilisés (Hatchuel et Weil 2003, Hatchuel et Vi26i09).

Pour élargir 'espace des alternatives, la thédeieconception innovante dite C-K (Concept-
Knowledge) (Le Masson et al. 2006), développéeHzmichuel et Weil (2002, 2003, 2009),
chercheurs du centre de gestion scientifique a $P&risTech, formalise la complexité du
processus de conception. Issue des sciences dengel¢ repose sur le couple concept —
connaissances. La théorie C-K vise une définitignureuse du raisonnement de conception
et une meilleure compréhension de l'organisatiodesta gestion de la conception dans les
projets innovants (Le Masson et al. 2006, p. 2B2)théorie C-K a donné lieu depuis 1998 a
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des applications dans de nombreux domaines indlsstriiéquipement, électronique,
transports, aérospatiale, etc.) principalement eande, en Suéde et en Allemagne pour

comprendre comment s’incrémentent les innovations.

Le principe fondamental de la théorie C-K consiateséparer 2 espaces: |I'espace des
Concepts (C) et I'espace des Connaissances (K):

I'espace des concepts (C) est celui des « indéle@slalfHatchuel et Weil 2009) c’est a dire
des propositions en partie inconnues. On ne peutlipa qu’elles sont impossibles mais on ne
sait pas comment le faire. Un concept ne représpate une réalité mais un potentiel
d’expansion. Il n'est pas possible de juger d’emblén concept: il ne s'agit pas d'étre
« pour » ou « contre » ni « d'y croire » ou « depas y croire » ; il n’est ni vrai ni faux dans
'espace des connaissances.

'espace des connaissances (K) contient les propasivalidées. Toutes les connaissances
nouvelles produites par les techniques de testssdis, de mesures élargissent I'espace des
connaissances.

La conception innovante consiste a spécifier psgjvement un concept initial CO en
mobilisant des connaissances indépendantes (qaomepas déduites les unes des autres)
issues de K (éventuellement en produisant des sarmees nouvelles) par un ensemble
d’allers et retours entre I'espace C et I'espace K.

Au cours du processus de conception, différentsabgérs, qui permettent les interactions
entre 'espace C des concepts et 'espace K dasagsances, sont utilisés :

K - C est un opérateur dit de « disjonction » : il pefrrde formuler un concept a partir de
connaissances.

C- C consiste a partitionner un concept en sous-céscep attribuant de nouvelles
propriétés (issues de I'espace K) au concept initia

K - K mobilise les régles classiques de logique (dédamgcttest, optimisation, etc.) qui
permettent une expansion de I'espace des connaess#n

C- K est un opérateur de « conjonction » qui vise &b des propositions avec un statut
logique. Lorsqu’il y a conjonction (i.e. un concegvient connaissance), le processus de
conception s’arréte. Quand il n'y a pas conjonctibny a développement de nouvelles

connaissances.
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CONCEPTS CONNAISSANCES

co Disjonction Ko
Concept initial conn

K=2C

Conjonction

Figure 1 : Espaces des concepts et des connaissaretedifférents opérateurs mobilisés dans la théaide
conception innovante C-K (d’aprés Hatchuel et Wei2009).

L’espace des concepts C comprend des « indécidable’est a dire des propositions en partie incesnu
L'espace des connaissances K repose sur des pgiopssialidées qui ont un statut logique. A padltircouple
initial CO-KO, ce sont les interactions entre lespaces C et K, matérialisés par les opérateursCK
(« disjonction », spécification d’'un concept)~C (partition d’'un concept initial en sous concepS) K

(« conjonction », activation du concept vers l'expé&ntation), K- K (déduction), qui construisent le
raisonnement de conception innovante et conduisertbbjet innovant (concept final qui devient une
connaissance).

Dans le domaine de lI'agroécologie la théorie C-&eamise en ceuvre pour la premiéere fois
pour la conception d’agro-écosystemes dans le aelrdravaux de Berthet (2013). A partir
d’'un cas empirique, en région d’agriculture cégalintensive, le montage d’'un projet visant
a concilier environnement et agriculture a été isue projet réunissait un centre de
recherche en écologie et une coopérative agritolesait a mettre en place une filiere courte
de luzerne, culture prometteuse au plan environnahet agronomique. La recherche-
intervention menée par Berthet a consisté a propbapplication d’'une méthode de
conception collective inspirée de la méthode KCB&eloppée par les chercheurs du centre
de gestion scientifique a Mines ParisTech. Cettthau, tirée de la théorie C-K, a été créée
pour aider les entreprises a générer des innowatioapproche proposée par Berthet (2013) a
conduit les acteurs a aborder I'agro-écosystémenmmbjet de conception collective et a
imaginer différentes configurations et trajectoipEssibles. La pertinence de la posture de
conception innovante, « qui ne considére pas limbée des valeurs et des options possibles
comme connues a l'avance mais demande a ré-oevohdamp des possibles », a ainsi été

démontrée. Nous nous sommes également appuyés séthode KCP dans le cadre de la
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démarche participative mise en ceuvre en Martinequ2014 (chapitre VIl de la these) et plus
largement sur la théorie C-K pour la constructierialproblématique de cette these.

La conception innovante peut ainsi conduire a @pction d’ « innovations de rupture » ou
« niches d’innovation », définies comme des inniovat qui ne s’inscrivent pas dans le
régime socio-technique dominant. Un régime soabri@ue est un ensemble de normes,
procédures, réseaux d’acteurs, institutions etastfuctures qui gouvernent les choix
technologiques (Geels 2005, Geels et Schot 20@7ndjorité des innovations proposées par
les réseaux d’acteurs s’inscrivent dans le régiomaidant et contribue a une évolution stable
et incrémentale des technologies, conduisant gagfales situations dites de « verrouillage
technologique ». Les niches d’innovation représentdes alternatives prometteuses
généralement portées par un petit nombre d’'actddiass comme le soulignait Rosenberg
(1976) «most inventions are relatively crude and ineffitiahthe date when they are first
recognised as constituting a new invention. They af necessity, badly adapted to many of
the ultimate uses to which they will eventually dog. This means that new technologies
cannot immediately compete on the market againstokshed technologies. Dans leur
approche analyse multi-niveaux Geels et Schot (RQf@ivalysent comment les niches
d’'innovation se confortent, se stabilisent, comelsbu s’inscrivent au sein des régimes socio-
techniques dominants.

Différentes applications de ce cadre théorique &étréalisées en lien avec I'évolution de
l'agriculture vers une plus grande prise en comg@és contraintes environnementales
(Angeon et Chave 2014). Vanloqueren et Baret (20@@)ivent par exemple la domination
du paradigme de l'ingénierie génétique sur celuiidgénierie agroécologique et la situation
de verrouillage auguel elle conduit. lls identifiéges déterminants d’une telle domination, qui
sont de natures variées et présents a des échelses : relations entre secteur public et
secteur privé qui favorisent la mise au point dawnations brevetables et commercialisables,
difficulté pour la recherche d’appréhender l'agmégie dans toute sa complexité
(interactions entre les échelles, durée nécesadiobtention de résultats...), importance des
fonds accumulés sur le long terme pour mettre etepl’agriculture et le systeme de

recherche actuels, pouvoir des lobbies et rolendstia (Vanloqueren et Baret 2009).

V.  Problématique et plan de la thése

Pour développer une approche d’ingénierie agrogaple visant, a terme, a piloter des

processus rhizosphériques pour la santé des csltierdormalisme de la théorie C-K a été
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utilisé pour construire et présenter les differdragaux réalisés dans le cadre de cette these.
Ce formalisme permet de retranscrire le déroulentienia conception de « systemes de
culture a base de tomate bioprotégés contre lasiément bactérien ». L'objectif est de
montrer comment de nouvelles connaissances surin@gactions entre plantes et
microorganismes du sol, mais aussi de nouvellebadés et outils, voire de nouveaux cadres
conceptuels, contribuent au développement d’'uneaddre d’'ingénierie agroécologique pour
la santé des cultures.

Au cours de la conception, un concept initial C8ygtémes de cultures a base de tomate
bioprotégés contre le flétrissement bactérien >afsté grace a la mobilisation de différents
types de connaissances (issues de la littératarBexpérimentation ou de savoirs profanes).
La mobilisation de ces connaissances permettraédendre aux 3 questions suivantes,
reprises chacune dans un chapitre:

Quelle nouvelle stratégie de régulation biologigeet contribuer a bioprotéger les systémes
de cultures contre les bioagresseurs telluriquegjtee R. solanacearum?

Par quels processus et quels itinéraires mettewre cette nouvelle stratégie de régulation
biologique de la rhizosphere?

Avec quels leviers, a quelles échelles d’action itis®ly ces processus pour concevoir des
systemes de cultures bioprotégés?

Le premier chapitre propose une stratégie de piotedes cultures qui n'est plus basée
uniquement sur I'optimisation d’intrants (variét@sistantes, produits phytopharmaceutiques
ou biologiques) mais sur la mobilisation de redale naturelles qui contribuent a une
gestion préventive de la santé des cultures. Gitdédégie innovante vise a constituer une
barriére rhizosphérique bioprotectrice qui empéaihda pénétration des agents pathogenes
telluriques. Le cadre danalyse proposé est appliqu cas détude de la gestion
agroécologique de Ralstonia solanacearum. Une taliegraphique montre que les verrous
biotechnique majeurs sont (i) la mobilisation dleade processus rhizophériques contre cette
bactérie et (ii) la nécessité de combiner des gsace de protection complémentaires. Ces
deux conclusions seront explorées par I'expérintemtalans le chapitre suivant.

Le deuxieme chapitre analyse ainsi différentes svail®e mobilisation d’'un processus
rhizosphérique complexe, la mycorhization, choiarcp qu’il invite, par nature, a une
approche holistique des systemes de cultures. Beaisions in situ différentes stratégies de
mycorhization. L'inoculation de souches de mycogkiproduites industriellement, stratégie
qui s’inscrit dans la continuité du paradigme pidtiste visant a optimiser les intrants, est

comparée a une stratégie innovante de rupture, diilisation de réseaux mycorhiziens
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indigénes, qui n'impose pas a l'agriculteur d’aenedes produits commercialisés mais de
reconfigurer son systéeme de culture pour bénéfubéeservices écosystémiques intrants. Un
volet du second chapitre traite de la possibilééndobiliser, en conditions contrblées, des
processus bioprotecteurs complémentaires par teggm de plantes mycorhizotrophes et
assainissantes pour augmenter la mycorhizatiomineinuer I'incidence du flétrissement
bactérien de la tomate.

Le troisieme chapitre interroge les leviers d'actiet leurs échelles pour mobiliser
durablement des processus de bioprotection desresiltUn premier volet propose un cadre
conceptuel pour identifier des leviers visant a iigdy des interactions écologiques a
différentes échelles. Il permet de positionnerrksultats des précédents chapitres dans un
cadre exploratoire générique. Il montre l'interddgence entre les niveaux d’action et la
nécessité de contextualiser les démarches de datepinnovations pour la santé des
cultures. Le caractere multi-directionnel des timees d’innovations agroécologiques est
souligné, il invite a I'accompagnement d'initiatevdocales. C’est ainsi qu’'une démarche
participative de co-construction d’innovations edéveloppée avec les agriculteurs
martiniquais afin de valoriser la mycorhization gdes systéemes de cultures maraichers

agroécologiques.

Les transitions entre chaque partie permettentrésepter le déroulement de la conception,
d’expliciter les choix et de montrer comment unaapt initial est affiné jusqu’a 'émergence
de propositions par les agriculteurs, tout en pfané a une expansion des connaissances,
d'une part, et des concepts, d’'autre part. Leudffts opérateurs KC, C-C, C-K et

K - K sont mobilisés (Figure 2).

Une synthese des connaissances sur les processusnnoeuvre par les plantes pour se
bioprotéger (connaissances initiales K0) et maddliiss dans les stratégies d’ingénierie
agroécologiques, d'une part, ainsi qu'une analyibiographique de méthodes de gestion
agroécologique du flétrissement bactérien, d’apae, conduisent a une spécification du
concept initial CO « Systemes de cultures a bagerdate bioprotégés contre le flétrissement
bactérien ». Le concept initial CO est partitioreré différents sous-concepts tels que «la
constitution d’'une barriere rhizosphérique biopctiee ». Parmi les processus susceptibles
de contribuer a la bioprotection rhizosphériqueexploration de la mycorhization est
envisagée pour son caractere durable, multi-pattesgét multi-services écosystémiques. Le
concept ainsi affiné « Systemes de cultures a lohesetomates bioprotégés contre le

flétrissement bactérien en mobilisant les mycohiz@écessite alors une nouvelle expansion
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des connaissances«K pour répondre a la question « Quels processusets@inéraires ? »
pour augmenter la mycorhization et réduire le B&gment de la tomate. L'opérateur
K - K est alors utilisé. Les regles classiques de logigont mises en ceuvre. En effet la
nécessité de mobiliser les mycorhizes via des @éamiycorhizotrophes invite a questionner le
choix de ces plantes. Les différents opérateurs QCC- K, K - K) sont alors utilisés pour
proposer des « Systémes de cultures associanfatgegassainissantes et mycorhizotrophes
pour la tomate, au bénéfice de sa bioprotectiotreda flétrissement bactérien ».

La complexité et I'efficacité partielle des prooes®t I'interdépendance entre les différentes
échelles d’action, nécessite une nouvelle expandi®nl’espace des concepts. Dans le
troisieme chapitre, les différents leviers d’actisisant a (i) défavoriser les interactions
dommageables et (ii) favoriser les interactionséfignes pour la santé des cultures sont
positionnés au sein d’'une grille d’analyse géenéridua nécessité de contextualiser les choix
des acteurs, d’'une part, et le caractere multiineel des trajectoires d’'innovation, d’autre
part, sont soulignés. Les innovations agroécolagqyeuvent trouver leur origine a
différentes échelles spatiales et organisationsielldne dynamique de co-construction
d’'innovations est alors initiée en Martinique. Efiermet d’identifier et de lever les freins
pour la mise en ceuvre effective par les agricudtele systemes de cultures recourant aux
plantes mycorhizotrophes, favorisant la bioprotectihizosphérique de la tomate contre le
flétrissement bactérien. L'exploration de difféesttrajectoires conduit a la production
d’outils qui invite a reconfigurer les systemescdéures.
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CONCEPTS CONNAISSANCES
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Figure 2 : Déroulement des différentes étapes de these via le formalisme de la théorie C-K.

Sur fond clair, caracteres noirs : les partitiorpamsives (originales) et les connaissances exesta8ur fond
sombre, caractéres clairs : les partitions restest(relevant naturellement du concept) dans Ia etéation de
nouvelles connaissances dans K. Les fleches gseet les opérateurs €K, K- C, C-C, K- K. Elles
schématisent les principales étapes du raisonnef@iaptres le guide de lecture des graphes C-K (las3ddn et
al. 2006, p. 283, 286)). Le cceur de la these @ajtcomporte 3 chapitres, chacun est divisé erug-shapitres.
Le premier chapitre rassemble des connaissanagssiske la bibliographie : il conduit a une premigaetition
du concept initial « Systémes de culture a bastodmtes bioprotégés contre le flétrissement bartéri Le
deuxiéme chapitre présente des résultats expéammerqui ont également contribué a élargir I'espdee
concepts. Le troisieme chapitre s'inscrit dans giéenarche «vers Il'action » et positionne les pragces
d’interactions préalablement proposés dans unéégteade pilotage a différentes échelles. L'exglorade
trajectoires, basées sur la co-construction d’iations, conduit a la production d’outils qui inviéaeeconfigurer
les systémes de cultures.

Ce travail a donné lieu a un article publié dan©uwage (chapitre 1.1.), 3 articles en cours
de rédaction (chapitres 1.2, 11.2 et Ill.1), uneroounication a un congrés (chapitre 111.2).
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CONCEPTS CONNAISSANCES

Par quelle nouvelle stratégie de régulation?
l

Systémes de cultures tomate bioprotégés contre le
flétrissement bactérien

He,| op jeyq

Figure 3 : Point de départ de la conception
CO0 :« Systemes de culture a base de tomate biggotbntre le flétrissement bactérien ».
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L Explorer une nouvelle stratégie pour contribuer a la santé des

cultures : la bioprotection rhizosphérique

Dans certains contextes, tel que celui de la Migtmou une souche émergente extrémement
agressive de la bactérRalstonia solanacearumagent causal du flétrissement bactérien,
menace la production de tomates en plein champ k@Wiet al. 2007), on ne sait pas
« comment concevoir des systemes de cultures liég@e ». Le concept initial CO est un
« indécidable ». De nouvelles connaissances doiétm mobilisées pour concevoir de
nouvelles stratégies de régulation.

Le premier chapitre vise a présenter le point deadéde la conception, le couple C0-KO
« Comment bioprotéger un systeme de culture a blaséomate contre le flétrissement
bactérien ? ». Une revue bibliographique permeat&amontrer comment les connaissances
récentes sur les interactions racines-microorgagsset la santé des plantes (K0) permettent
de proposer de nouvelles voies de gestion de & sdes cultures. Le concept initial
CO0 « Systemes de culture a base de tomate biopsot@mtre le flétrissement bactérien » sera
ainsi explicité par une analyse de la littérature.

Le premier volet est une revue bibliographique « Agroecologicalieegying to biocontrol
soilpests for crop health ». A partir des enje@s la la protection des cultures vis-a-vis des
bioagresseurs telluriques, ce volet présente unh d&al’art de l'impact des interactions
rhizosphériques sur la santé des plantes, proposeapproche systémique de la santé des
cultures soumises aux bioagresseurs telluriquesidentifie des voies de gestion
agroécologiques de ces derniers.

Le deuxiéme voletapplique le cadre d’analyse proposé dans le prevadiet a la gestion
agroécologique d&. solanacearumagent du flétrissement bactérien de la tomate dade
pourriture brune de la pomme de terre. Une apprdettgpe méta-analyse est mise en ceuvre.
Rappelons gu’en Martinique, ou a été menée I'étfad® a la souche émergente extrémement
agressive d&. solanacearumaucune méthode de lutte conventionnelle basééusilisation

de produits phytopharmaceutiques ou la sélectioiétade n’est aujourd’hui efficace (Lebeau
et al. 2011). La diversité des pratiques agroédglegs proposees par la littérature invite a
une analyse des processus et fonctions ciblés leudefficacité pour réduire I'incidence des

maladies.
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[.1 Ingénierie agroécologique pour le biocontrdle d es

maladies telluriques et la santé des cultures.

Chave M, Tchamitchian M, Ozier-Lafontaine H (2014groecological Engineering to
Biocontrol Soil Pests for Crop Health. In Sustaieafgriculture Reviews 14: Agroecology
and Global Change. Eds. Ozier-Lafontaine H, Lesdaanoyer M. Springer International
Publishing: 269-297

Abstract

Feeding a growing population and ensuring food gcwhilst protecting ecosystems and
natural resources are crucial priorities in timésglmbal changes. Agroecology promotes
innovative drivers of change for a smart agricdttitat meets the specifications of ecological
transition. Managing soil interactions offer langelnexplored potential to increase
agricultural yields and reduce pressures on thé&@mwent. Crop losses of 10 % are due to
soil-borne pests causing root rot, root blackenmigj, stunting or seedling damping-off. One
promising approach is to encourage pest regulgromided by soil interactions to decrease
the inputs of pesticides. However, limited sucasdsthis approach in field applications raises
guestions as to how this might be best accomplishielle we review advances in plant
protection against soil-borne pests and implicatidor disease-suppressive agrosystems
design. Root infection processes are increasingtjerstood. Plants protect themselves by
naturally engineering the composition of their daghere. They fight soil pests both by root
production of toxic chemicals and by favoring pesemies. The analysis of the chemical
dialogue offers new perspectives to enhance bioagbeffectiveness of diseasesuppressive
soils and antagonists. High throughput technologies/ide unprecedented knowledge on
rhizosphere interactions and implications or cropalth. Agroecological engineering
approaches overcome the limitations of conventigmatection strategies by promoting
multifunctional practices harnessing rhizospheopimtection. Breeding crop cultivars which
capitalize on plant-microbiome interactions or assing plants and biocontrol agents early
in their life offers innovative ways to contribute disease-suppressive agroecosystems
design. Integrating interacting species with strabdity to recruit beneficial microorganisms
or secrete toxic compounds in mixed cropping syst&sra key issue. Based on functional
biodiversity management, these systems will providderpinning ecosystem services and

enhance global resiliency of agroecosystems.
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1 Introduction

Maximizing long-term crop production, whilainimizing resource use, is a crucial challenge
to ensure sustainable world food security in thetext of global changes and global demand.
Major worldwide crop losses are due to soil-bornetsp fungi, oomycetes, bacteria,
arthropods and nematodes (Figure 4). In 2001-2008, 15% of the potential harvest was
lost, according to Oerke (2006), and an average ¢640% is often quoted (Raaijmakers et
al. 2009) Soil microbial communities represent the greateservoir of biological diversity

in the world (Berendsen et &012), and plant-microorganism interactions aremsas for
ecosystems (Van der Heijden et al. 2008). Althongimerous agricultural practices and
landscape management strategies aim to contral geests via biodiversity, the effects on
soil pests barely have attracted attention (Hiddatkal. 2010). The soil is a complex
environment that is the site of multiple interan8aacross a variety of space and time scales.
Soil biodiversity can only be managed indirectlpdahe options for such management are

not obvious (Brussaard et al. 2007).

Figure 4 : Damages caused by root-knot nematodédeloidogyneon greenhouse lettuces.

Left: central rows show limited development sympsoiRight: galls on the roots (caused by the infestdy J2
Meloidogyne for their reproduction) disrupting tpaysiological and nutritional functions of the redb the
plant.

The rhizosphere, the narrow zone of soil that ikiémced by root secretions, can contain up
to one hundred billion (1011) microbial cells peam root (Berendsen et al. 2012) and more
than 30,000 prokaryotic species (Mendes et al. ROle rhizosphere is considered as one of
the most complex ecosystems on earth (Jones amagklis2008; Raaijmakers et al. 2009).
Plant roots exude up to 21% of their photosynthedimpounds (Marschner 1995), not only

as nutrients for soil microbes but also as signalegules in plant-microbe interactions. Roots
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are involved in attracting beneficial microorganssmand soil pests to the immediate
environment of the plant.

Over the past decade modern tools such as gendraies revolutionized description and
understanding of belowground biodiversity, incluglithe functional roles of assemblages of
microorganisms important to agriculture. Tomich at (2011) highlighted the need to
anticipate and benefit this imminent, unprecedentade of information. What might the
applications of that knowledge bring to crop prttat management? What agroecological
methods will prove practical to manage belowgrohiudiiversity? (Tomich et al. 2011)

Here, our aim is to review current advances in wstdading how plants protect themselves
against soil pests colonization and how this abitian be used in the design of disease-
suppressive agroecosystems. Indeed, the agroecalatgsign of crop systems can benefit
from mimicking this natural phenomenon, as advatateDoré et al. (2011).

We first analyze how recent advances in the stdigytamt-microorganism interactions in the
rhizosphere have highlighted their importance fleanphealth. Next, we investigate how the
use of root ecological functions helps overcome litmiations of current soil-borne pests
management through an agroecological engineeriagndwork. Finally, we highlight

management practices to design disease-supprgssshaction systems.

2 Rhizosphere interactions and plant health

2.1  Root microbiome and soil-borne pests
The vast surface area provided by roots is an extiaarily diverse habitat for bacteria,
fungi, oomycetes, nematodes, protozoa, algae,aestumchaea and arthropods (Mendes et al.

2013). A huge assortment of microorganisms range firansient epiphytic saprophytes to

Figure 5: Example of pathogenic saprophytic fungidund in the soil: Sclerotinia sclerotioruminfecting an
open-field grown lettuce.

Left: first symptoms on the plant, wilting of leayefungi mycelium becomes visible. Center: advanced
symptoms, rotten leaves; fungi mycelium and sciarate visible. Right: rotten roots; fungi myceliwwolonize

the soil.
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Soil-borne pathogens reside in the soil for briefegtended periods, and survive on plant
residues or as resting organisms until root exwgdeach them and allow them to grow. They
then escape competition with other microorganismgénetrating the roots (Figure 6A).
Plants infected by soil-borne pathogens suffer froot rot, root blackening, wilt, stunting or

seedling damping-off (Haas and Defago 2005).

A. Soil-borne disease infection: B. Rampart: rootself—protection::
diseased plant healthy plant.

plant associated microorganisms: e pathogens; « beneficials; ® commensals.

Figure 6: Natural engineering of root microbiome byplants for self-protection

A. Diseased plant: pathogens (in red) colonize mmfelct roots. B. Self-protected healthy plant: Hemials
microorganisms (in green) and commensals (in kdwe)recruited and toxic compounds are secreted (€d)
to create a living rampart. (Rz: rhizosphere, Bty

Cross-communication between roots and pathogensrarudity of pathogens are essential
processes in root infection (Bais et al. 2006). &emg bacteria, an early step in the
establishment of interactions is the attachmenplémt roots, which can lead to microbial
biofilm formation (Figure 7). As specific regulaticof bacterialpathogenicity depends on
bacterial cell density, the process of “quorum s®jisallows bacteria to assess their local
population density via the secretion and deteatibemall, diffusible signal molecules (Bais
et al. 2006; Kievit and Iglewski 2000). It is onlshen high cell densities have been reached
that the bacteria are able to successfully compitethe plant host defenses.

Roots provide a carbon-rich environment that itesacolonization, a key step in the infection
process by soil-borne pests. However roots alseldp\self-protection.
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Figure 7: Tomato rhizosphere colonization by the pitopathogenic
Ralstonia solanacearuris a key step in the infection process. Develognoéra biofilm (red arrow) of the
bacteriaRalstonia solanacearuin the rhizosphere of tomato Heat Master.

2.2  Root self-protection
Roots secrete repellent and toxic compounds (FigiB@ The survival of physically
vulnerable root cells depends on “underground cbalmvarfare” mediated by plant secretion
of phytoalexins produced in response to attackhytganticipins produced prior to attack,
defense proteins, and other as yet unknown chesn{Bais et al. 2006). Some plant species
also contain unique antimicrobial metabolites ieitlexudates (Berg et al. 2005). Interfering
with quorum-sensing compounds also enables thet ptamanipulate gene expression in
associated bacterial communities (Berendsen eR@l2). Allelopathy is defined as any
biochemical interaction among plants, includingsthonediated by microorganisms, resulting
in either detrimental or beneficial effects on thieracting plants (Wu et al. 2001).
Plants are able to shape the root zone environmght substrates that encourage the
development of cultivar-specific, plant-beneficialicrobial communities (Lugtenberg et al.
2001). Living under continuous attack from soilHb@rpests, plants protect themselves by
naturally engineering the composition of rhizosghpopulations (Ryan et al. 2009). Plants
recruit beneficial microorganisms for help agaiagacks by other microorganisms (Figure
3B). For example, plants select and support pojpmgtof antibiotic-producing bacterial
strains (Ryan et al. 2009). Recent studies shohai] ipon attack by a fungal root pathogen,
plants exploit the microbial consortia from soit farotection against infections, not through
taxonomic diversity, but via functional diversityiéndes et al. 2011; Berendsen et al. 2012).
Similarly, some plants recruit the help of auxyi@rganisms to protect themselves, a natural
biological protection strategy: upon attack of moa@if Thuja occidentalisby larvae of a
weevil, these roots release chemicals and thuacatr parasitic nematode, which preys on

weevil larvae (Van Tol et al. 2001).
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Plants fight soil pests both by root productiontafic chemicals and by favoring microbial
pests enemies. Roots create or modify microbial maomty habitats and support large
microbial populations that provide to roots a bdeakl of protection against pests, simply
through their metabolic activityMany antagonistic microorganisms naturally presersoil
exert a certain degree of biological control ovimp pests, regardless of human activities
(Garbeva et al. 2004). Thereforg@ants modify the chemical and physical space imclkvh
other species live. Their impacts differ from bioiteractions as their effects can last longer
than their lifetime. Roots act as ecological engisgHastings et al. 2007).

Plants, like mammals and insects, rely on specifigstituents of the microbial community
for protection against attacks by soil pests. Theteractions are based on a chemical

dialogue.

2.3 Rhizosphere signaling molecules
Plant roots initiate communication with soil micesb by producing signals that are
recognized by the microbes, which in turn produgeas that initiate colonization. Chemical
attraction of soil microbes was demonstrated irh@génic and symbiotic plant-associated
bacteria (Berg et al. 2005).
Isolation and identification of plant signaling reolules open up new ways for studying plant-
microorganism interactiong&lavonoids, for example, depending on their stngchave been
shown to stimulate or inhibit plant-rhizobium symdis, inhibit root pathogens, stimulate
mycorrhizal spore germination and hyphal branchinggdiate allelopathic interactions
between plants, affect quorum sensing, and chalailenutrients (Hassan and Mathesius
2012). Major progress is being made on signalingvéen roots and arbuscular mycorrhiza
fungi (Akiyama et al. 2005). Strigolactones arenplaormones that stimulate the branching
and growth of symbiotic arbuscular mycorrhiza fyrigcreasing the probability of contact
and establishment of a symbiotic association betwbe plant and fungus. Strigolactones
also inhibit plant shoot branching, and triggerngieation of parasitic plant seeds (Akiyama
et al. 2005).
Root exudates initiate various positive and negatiteractions. Their analysis in natural
conditions is just at the beginning. Disease-suggive soils and antagonists of soil-borne

plant pathogens illustrate these interactions.
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2.4 Disease-suppressive soils
Disease-suppressive soils provide some of the bramples in which plants protect
themselves against soil-borne pathogens by “ndyueatgineering” the composition of
rhizosphere microbial populationgRyan et al. 2009).Disease-suppressive soils are
exceptional ecosystems in which crop plants suéiss from specific soil-borne pathogens
than expected due to the activities of other safoorganisms (Mendes et al. 2011). General
soil suppressiveness is the capacity of the totatamial biomass to suppress the growth or
activity of deleterious organisms, whereas spesifit suppressiveness generally depends on
a single organism with the ability to antagonizpacific pathogenic species or genus (Weller
et al. 2002). Virtually, all soils possess someldgial capacity to restrict disease
progression. Indeed, disease severity incitedrbjnaoduced pathogen is consistently less
severe in a native soil than in the same soil tieet been pasteurized prior to pathogen
introduction (Mazzola 2004).
Development of disease suppression in soils has tegrted for a variety of diseases, such
as those resulting from infection wiitythium spp(Manici et al. 2005)Rhizoctonia solani
(Ghini and Morandi 2006), anBusarium spp.(Borrero et al.2006). Diversity has been
suggested to be an important attribute of healtlilg &nd a contributor to disease suppression
(Postma et al. 2008). However, the identificatidrspecific microorganisms responsible for
disease suppression has relied mainly on cultimadependent techniques (Manici et al.
2005; Borrero et al. 2006).
However, for most disease-suppressive soils, theramés and mechanisms involved in
pathogen control remain unknown. Long-standing eeggion is a biological condition
naturally associated with soil. Its origin is netokvn, and it appears to persist in the absence
of plants. This observation supports the hypoth#sas plants do not only directly interact
with microorganisms, but that their action as est®y engineers outlives them. Research
related to suppressive soils may be hampered bgvaremphasis on pathogen-antagonist
interactions, with little consideration of otheramubial and plant interactions (Weller et al.
2002; Kinkel et al. 2011) although the key aspestednining this relationshimay not be
taxonomic, but rather functional diversity (Chapaet al. 2012; Postma et al. 2008). Hence,
although specific processes can be attributed &xip microorganisms, it is the total
microbiome and its interactions that affect plagalth.
Identification of the biological properties contiting to the function of suppressive soils is a
necessary first step to the management of sucleragsfor use in the control of soil-borne

diseases. Suppressive soils have provided a waedltimicrobial resources that have
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subsequently been applied for the biological cdrdfasoil-borne plant pathogens (Mazzola
2004).

2.5  Soil-borne pathogens’ antagonists
Each plant selects its specific antagonistic migganisms (Berg et al2005). Several
bacterial and fungal groups have been identifiedraagonists of soil-borne plant pathogens;
these groups employ a variety of mechanisms far phocess, including competition, niche
exclusion, parasitism, induction of systemic resise, production of antifungal or antibiotic
compounds, and production of lytic enzymes (Bail.e2006; Berendsen et al. 2012).
Interactions between the different elements ofa$here communities have been studied in
relation to biological control of plant pathogeR$uorescent pseudomonas produce antifungal
antibiotics, elicit induced systemic resistanceha host plant or interfere specifically with
fungal pathogenicity factors. Before engaging imesth activities, biocontrol bacteria go
through several regulatory processes at the trigniscral and post-transcriptional levels
(Haas and Defago 2005).
Studies on biological control of plant diseaseseh&wcused, during the last decade, on
Induced Systemic Resistance (ISR), because ISRffestige against a wide range of
pathogens and thus offers serious potential foctima applications in crop protection.
Induced resistance responses in host plants mddlateselected strains of rhizosphere
microorganisms such as AMF is widely recognizedzPand Azcon-Aguilar 2007). Such
applications may however affect microbial commusitiassociated with plant roots and
interfere with the functioning of the root microtagqDoornbos et al. 2012).
Disease suppressive soils and soil-borne pathaogeastagonists constitute naturally
occurring plant protection processes. The developnoé new approaches to study and
implement interactions between plants and theio@ated communities is crucial to design

disease-suppressive agroecosystems.

3 Towards disease-suppressive agroecosystems

3.1 New approaches to assess root ecological processes
Tools are now available to increase our understgndi rhizospheric ecological processes
and their consequences. Assessing whether and Hhawtsprecruit beneficial soil
microorganisms for protection against infectiona ba elucidated via microbial and genetic

markers (Mendes et al. 2011). Assessing rhizospimeractions is possible with the
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development of innovative techniques such as fanati metagenomics (Bais et &006;
Berendsen et al. 2012; Mazzola, 2004; Neumann.e2Qfl9), enabling the exploration of
promising strategiefor providing rhizosphere bioprotection againsiocatation.

Mendes et al (2013) reviewed available technolotpesgientify gene transcripts, proteins, or
metabolites and provide a more detail insight ith® genes and functions expressed in the
rhizosphere microbiome. Developments in genomiostepmics and metabolomics provide
new tools to study genotype x environment molecuigractions (Welbaum et al. 2004). The
new generation of PhyloChip that contains 60,000tds&l operational taxonomic units
(Mendes et al. 2013) facilitates the assessmenqualitative and quantitative shifts in
microbial communities and the molecular interpléypant—microbe interactions (Doornbos
et al. 2012). These tools are being used on modek gpecies, but their application to a
broader range of crops is essential if we are W@ld@ new approaches in the management of
agroecosystems.

Increasing the fitness of beneficial microorganismbkether antagonists or commensals is
now possible by increasing the densities, the &aqies, the antagonistic abilities or the
diversities of indigenous consortia in soil (Kinketlal. 2011).

Moreover, the manipulation of the exudates pathw@yspecifically synthesize certain
products is an avenue to improve root-rhizospheteractions. As an example, possible
strategies to alter flavonoid exudation are considleHowever the overlapping functions of
many flavonoids as stimulators of functions in omganism and inhibitors of another
suggests caution in attempts to manipulate flawndiizosphere signals (Hassan and
Mathesius 2012).

Similar to those existing for above-ground, ourdgpincreasing knowledge of belowground
tritrophic interactions is expected to provide ogpoities to implement naturally occurring

plant-soil feedbacks in plant management systems.

3.2  Current crop protection management and rhizosphere
bioprotection

Current crop protection management seldom capgslin disease-suppressive root processes
presented in the previous section. The difficulbéstudying rhizosphere interactiomssitu

until now may explain these observations.

As compared with plants in natural systems, crapsfast-growing and short-lived, which
makes it difficult for them to develop root-proteet mechanisms. Many practices prevent

plants from engaging in self-protection in intemsiagricultural systems, including
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monoculture, short life spans, tillage, perioddafe soil, high input levelgnd the presence

of microorganisms characterized by high growth gatdoreover plants are placed in non-
native habitats with generally low soil biodiveysiand are deprived of co-evolutionary
antagonists (Badri and Vivanco 200Bakker et al. (2012) highlights possible effects of
disrupting plant-microbiome coadaptation on sewigjtito subsequent disease. A plant
growing with a microbiome which has no shared hmystor adaptation is less effective at
preventing pathogen establishment.

Elimination (/) Neutralization (X)

Plant associated microorganisms: e pathogens; e beneficials; ® commensals.

Figure 8: Plant protection against soil-borne disese infection in managed systems.
Left: Elimination (/) of soil inoculum (pesticiddieat treatment, sanitation); Right: Neutralizat{a®) of the
pathogen (resistant cultivar, grafting, naturakdest elicitation) (Rz: rhizosphere, Rt: root)

Plant protection strategies mainly focus on bregdinexploit host resistance (Mazzola 2004)
or on sanitizing methods to decrease soil inoculiiigure 8). These strategies do not
generally take into account rhizosphere interast@md have their limitations at present. Plant
resistance against many soil-borne pathogens dyhavailable and when it is, it can create
resistance bypass (Hiddink et al. 2010). Decreasailginoculum via chemical, physical, or
cultural techniques does not always result in tesirdd effect, in addition to harming the
environment in some cases. Rhizosphere bioprotedso mainly implemented through

biocontrol agent inoculation.

3.3  Rhizosphere bioprotection and biocontrol agents inoculation
We addressed rhizosphere bioprotection strategigbe case study of two major soil-borne
pathogens of tomatoLycopersicon esculenturh.): Fusarium oxysporunf. sp. radicis
lycopersici (FORL)and Ralstonia solanacearum (R3)e searched the literature for studies
that experimentally assessed tomdtosarium or Bacterial wilt management based on
rhizosphere processdsereby excluding the many practices that aim tiuece the amount of

inoculum in the soil or exploit the plant resista(table 1).
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Fusarium oxysporunh sp.radicis lycopersici(FORL) is a soil-borne fungus, which invades
the plants through the roots and causes tomatodiodtroot rot, an@éne of the worldwide
yield limiting factors of tomatoRalstonia solanacearums one of the world's most important
phytopathogenic bacteria due to its lethality, stesce, wide host range and broad
geographic distribution (Denny 2006). Due to thi-lsorne nature of these diseases, the use
of chemicals in controlling the wilt is hardly sessful. Although the use of resistant
cultivars againstFusarium or Bacterial wilt is a viable option, the occurrenand
development of new pathogenic races is a continpoalsdem (Srivastava et al. 2010; Wicker
et al. 2007).

Table 1 : Management options for promoting rhizosplere bioprotection againstFusarium oxysporumf. sp.
radicis lycopersici (FORL) and Ralstonia solanacearum (RS)

Ecological processes proposed by the authors aamgamsm (ANT), allelopathy (ALL) and induction of
systemic resistance (ISR).

Management of rhizosphere bioprotection Ecological Pathogen
process References
BCA type Other strategies | Ant. All. ISR |FORL RS
MycorrhizalT. harzanium X X Datnoff et al. 1995
Pseudomonas fluorescens X X X M'Piga et al. 1997
Non-pathogenic Fusarium X X Fuchs et al. 1997
Pseudomonas fluorescensinon pat. Fusarium X X X Duijff et al. 1998
Pseudomonas chlororaphis X X Chin-A-Woeng et al.
1998
Inocula from suppressive soils X X | Shiomi et al. 1999
- Intercropping X X |Yuetal 1999
Pseudomonas spp. X x X |Bolwerk et al. 2003
Bacilus pumilus/Pseudomonas putida ASM/soil X X X | Anith et al. 2004
amendment
Mycorrhiza X X | Zhu et al. 2004
Mycorrhiza/Pseudomonas fluorescens X X X Akkopru et al. 2005
Pseudomonas fluorescens X X X Kamilova et al. 2008
Inocula from suppressive soils X X | Irikiin et al. 2006
Mixed culture of bacteria X X | Lwin et al. 2006
Mycorrhiza mixture X X X Utkhede et al. 2006
Streptomyces griseoviridis Solarization X X Minuto et al. 2006
Pseudomonas fluorescens/Bacilus subtilis... X X |Lemessa et al. 2007
- soil amendment X X | Posas et al. 2007
Mycorrhiza soil amendment X X X | Taiwo et al. 2007
Pseudomonas spp., etc. X X Validov et al. 2007
Mycorrhiza X X Lioussanne et al.
2008
Pythium oligandrum X X | Hase et al. 2008
Burkholderia nodosa X X X |Nion etal. 2008
Non-pathogenic Fusarium X X Steinkellner et al.
2008
Bacilus megaterium, Enterobacter cloacae... X X | Nguyen et al. 2010
Mycorrhiza X X X Ren et al. 2010
Mycorrhiza/Pseudomonas soil amendment X X X Srivastava et al.
fluorescens! Trichoderma harzanium 2010
- soil amendment X X | Posas etal. 2010
Bacilus amyloliquefaciens soil amendment X X | Wei et al. 2011
Pseudomonas fluorescens X X Barahona et al
2011
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endophytic bacteria X X |Tanetal. 2011

Bacillus spp. ASM/ hymexazol X X Myresiotis et al.
2011

Pseudomonas alcaligenes X X Widnyana et al
2013

Bacilus subtilis X X X |Chenetal. 2013

Acinetobacter/Enterobacter X X | Xue et al. 2013

Mycorrhiza Intercropping X X X Hage-Ahmed et al.
2013

Cyanobacteria soil amendment X X Prasanna et al. 2013

Ralstonia pickettii X X |Weietal. 2013

Bacilus amyloliquefaciens X X [Tanetal. 2013

Rhizosphere bioprotection is addressed via inoculabf biocontrol agents (BCA) in 36
papers among the 39 papers we reviewed. Inoculafi®@CA is associated with good results
in the laboratory and in greenhouse experiment$ortimately, results in the field have been
less consistent, probably because of non-ecologaaistence of the inoculant in the soil due
to unfavorable conditions and competition (Cetiraasl Dickson 2004; Chave et al. 2008;
Collange et al. 2011; Rumbos et al. 2008). The itmmd for maintaining the BCA are not
assessed and provided. Complementary practicely likedrive and sustain rhizospheric
processes are rarely implemented although combthimdpenefits of BCA with the utilization
of plant species diversity shows great promise @H4algmed et al. 2013). Possible ecological
processes mentioned by the authors in the 39 redeyapers are antagonism (33 papers),
induction of systemic resistance (10) and allelopd6). Some current agricultural practices,
especially soil amendments and plant functionaleiification, make contributions to
rhizosphere protection through antagonism and ogdghy (Posas and Toyota 2010; Yu
1999).

There are few examples of efficient rhizosphergtutection in fields as the persistence of
biocontrol agents is not guaranteed. Enhancingosiizere bioprotection must be part of an

integrated soil pests management.

3.4  Agroecological design
To overcome the limitations of conventional proimct strategies, many agroecological
practices such as soil amendments, plant-induceidtaace stimulation, and plant species
diversity have been assessed. Applying a singléralomeasure is often ineffective, as the
action of a chemical input cannot be replaced kystimulation of a single ecological process
(Lopez-Escudero and Mercado-Blanco 2011). A halistpproach is the best strategy to
effectively control soil-borne pathogens by integrg biological, chemical, physical, and

crop-management approaches (Collange et al. 2044 2010).
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To date, we have been able to implement agroea@bgapproaches. For example,
Tchamitchian et al. (2011) used a multicriteria rapgh to link the design of a vegetable
cropping system to its sanitary properties (Navaret al. 2010). They first grouped the
several present pathogens, root-knot nematodes;b@oie fungi according to their
management traits (Moonen and Barberi 2008), tmeapgd the practices according to their
effects on these traits (Figure 9A). Finally, theyaluated the properties of the cropping
system, taking into account the interactions betwe techniques. This approach allows to
consider contradictory effects in practices comtiams on the development of the different
addressed pests and diseases (Navarrete et a). ZbiS8example shows that it is possible to
associate agricultural practices with functionsitsato the agroecological approach described
here. This approach mobilized both plant-resistanceease and reduction of the inoculum.

However, to date, plant protection seldom consuietke regulation of rhizosphere

colonization.
Agricultural Pathogen . Agricultural Ecological :
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Figure 9 : A. From agricultural practices to biologcal functions in the current protection system BFrom
agricultural practices to biological functions in the proposed agroecological framework for plant

protection and health.

A: an illustration on root-knot nematode contraif(l root infestation, Repr.: egg laying, J* stage juvenile,
J2: infective 2% stage juvenile). Agricultural practices are chosenording to the service they perform, with
some considerations to the pathogen cycle. B: Blioteservices are sustained by ecological prosesbéch in
turn are driven by agricultural practices. Notibe hew function, bioregulation of the rhizospheotogization
and associated ecological processes and agridyftaretices.
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The rhizosphere bioprotection is now part of theigie phase of the cropping system based
on the combination of multi-functional practiceBhe design of these disease-suppressive
systems is based on the mobilization of ecologitatesses to provide three functions: the
elimination of the inoculum, the resistance of tilant and rhizospheric bioprotection. An
agroecological engineering framework encompassimglatic rhizosphere approach based
on the three functions is presented Figure 9B. @dfural practices modify not one but many
ecological processes at the same time. It is alitic understand the interactions between
these processes as well as the interactions betilvesa practices. Combining the ecological
processes triggered by the implemented practicidikely produce dynamic synergies and
achieve trade-offs. The risk of emergence of neseabe in agroecological systems must be
taken into accountOur ability to more fully exploit plant-rhizosphernateractions for
agroecosystem productivity depends not only on ooderstanding of these complex

processes but also on their sustainable mobilizati@groecological engineering approaches.

4 Harnessing rhizosphere interactions and disease-

suppression strategies

Multi-functional practices to capitalize on plantemobiome beneficial interactions are

presented in Figure 10 and addressed in the presetion.

rotationigd

Amendments

Plant-microbiome
associations

Biocontrol via root microorganisms
Disease suppressive exudation

plant associated microorganisms:
e pathogens e beneficials e commensals < biocontrol agents

Figure 10 : Disease-suppression strategies to hasgerhizophere interactions

Plant breeding, soil amendments, plant-microbiorssoeiations (i.e. AMF: Arbuscular Mycorrhizal Fupgi
crop rotation and mixed cropping systems favorasEheric processes: biocontrol of soil-borne pathsg(in

red) via indigenous (in green and blue) or intraatli¢in yellow) root microorganisms and disease seggive

exudation (T in red).
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4.1  Plant breeding
The collective genome of microbial communities igam larger than a plant genome, and is
referred to as the plant’'s second genome (Berendsah 2012). Plants can be viewed as
superorganisms that rely in part on their microledior specific functions and traits (Mendes
et al. 2013). Databases of plant traits, such ag {Kattge et al. 2011), gather information on
morphological, physiological, biochemical, and othaharacteristics of plants and their
organs. In the future, a major challenge will be #xtension of these databases to microbial
and microbial-suppressive characteristics of roofke Banking Rhizosphere Micro-
Organisms European - Russian Initiative (BRIO, 30i0the first initiative to set up a
network of rhizosphere microbiological resourcestess.
The ability of crops to select their specific amtagtic microorganisms could be exploited in
breeding strategies as it is already done for @ststance against pathogens (Bakker et al.
2012; Berg and Smalla 2009). Utilization of cro;mggpes with an elevated capacity to
select for specific functional microbial genotypsspears to be a viable means to enhance
crop disease tolerance and ultimately productiviBreeding of crops that exudates
allelopathic compounds or quorum-sensing mimicdccéerad to the same benefits (Ryan et
al. 2009). The development of crop cultivars theg bred specifically to capitalize on
beneficial plant-microbial associations will incseathe numbers of breeding options and
selection criteria available to plant breeders @dam et al. 2004). However Bakker et al.
(2012) stated that currently there is no known thirege program that evaluates plant lines for
their broad interaction with soil microbiome. Themgthors stressed that the variability of
plant-microbiome interactions across environments| types and microbial communities
will represent one of the difficulties for breeders
The capacity to modulate resident soil microbigbydations in a plant genotype dependent
manner induces soil suppressiveness. Althoughdldg bf work consists primarily of studies
conducted in controlled environments, plant genetgppendent selection of specific resident
soil microorganisms having a functional role inedise suppression has been reported. The
vast majority of works addressing the impact ofnplgenotype on selection of microbial
antagonists has focused on fluorescent Pseudonsppastrains producing the antibiotic 2,4-
diacetylphloroglucinol (2,4-DAPG) which is activeganst numerous soil-borne plant
pathogens (Haas and Defago 2005). Mazzola and @0)Zhowed that soil suppressiveness
towardsRhizoctoniaroot rot in response to repeated cultivation oéatthas been found to be
wheat genotype dependent. The capacity of a wheraitgpe to induce disease suppression

was associated with enhancing rhizosphere popuokitd specific fluorescent pseudomonas
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genotypes, thus demonstrating antagonistic actigitsardsRhizoctonia solaniCultivation of
wheat genotypes that did not modify the fluoresg@a@udomonas population in this manner
did not elicit a disease suppressive soil.

Although the vast majority of studies on potensialirce of antagonists have focused on the
saprophytic bacterial community, there is also enak that plant species differentially
support root colonization by fungi, such &gchoderma spp.Penicillium spp. and non-
pathogenid=usariumspp., with potential to suppress plant pathogBesd et al2005 Duijff

et al. 1998; Fuchs et al. 1997; Larkin et al. 19R6éngel and Marschn@005. Larkin et al.
(1996) showed thaFusariumwilt suppressive soils in response to repeatetivatibn of
watermelon was only observed when cultivars resigtaFusarium oxysporum f. sp. niveum
were cropped, and was associated with increassepdaific populations of non-pathogenic
Fusarium oxysporum

However, direct selection for rhizosphere traitmaes an exception, either because few
suitable traits have been identified to date olahsee the expression of such traits are prone to
variation depending on growth stages or environalesunditions. Much could be gained if
phenotypic evaluations were replaced by selecttwmfolecular markers tightly linked with
the trait of interest. Considerable effort has ¢fi@e been invested in mapping quantitative

trait loci (QTLsS) associated with rhizosphere sglVissuwa et al. 2009).

4.2  Soil amendments
Soil amendments have the capacity to enhance disagspression, though the biological
modes of action may vary from that initially resitlein the soil. In most cases soill
amendments are used for their biotoxic properteshie pathogen in the soil and their ability
to stimulate the growth of the plants (Radwan e2@09, Wachira et al. 2009). However soill
amendment can enhance the fitness of root-assddeteeficial communities, a process that
allows the selection of bacterial consortia thaeriere with bacterial pathogens. Increasing
nutrient availability can both enhance the feasibibf making antibiotics or other costly
antagonistic compounds for the main crop and douigi to increase the fitness of beneficial
microorganisms. Thus, the potential for achieveukfies or disease suppression is enhanced.
Initial community density, diversity, compositionagnbe one source of the variation in the
effectiveness of organic inputs in enhancing antegic activities in soil (Kinkel et al. 2011).
Enhancing the level of organic matter in soil isteof correlated with increased

suppressiveness towards plant pathogens sudPythsum (Mazzola, 2004). In large part,
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these amendments appear to function though enttaoeerall microbial activity, or general
suppressiveness. Mazzola (2004) suggests thaktsestence of the disease-suppressive state
operating though a biological mechanism will be atge if the organic amendment is
functioning through enhanced activity of the residsoil microbial community rather than
through the introduction of a novel active communit

Focusing the studies of disease suppression sagjly response to nutrient inputs may miss
important steps or benchmarks in the developmedisaiase-suppressive potential. Sustained
management of nutrient inputs should focus on sudimgp high community densities and
diversities while providing consistent resources eéwhance capacities for antagonistic
phenotypes (Kinkel et al 2011). During the decontpos of organic matter in soil, the soill
ecosystem is subjected to the increase of the ratiooligotrophic (K-strategist) to
copiotrophic (r-strategist) organisms in microbgiccession (Van Bruggen and Semenov
2000). The range of this ratio has been associatddgeneral disease suppression. Some
authors proposed that the microbial community stmeécand the time required to return to the
initial state after application of various distunibas or stress could be characteristic for
disease suppression in soil (Garbeva et al. 2004).

Kinkel et al. (2011) proposed a co-evolutionarynfeavork for inducing natural disease
suppressiveness of soils. Co-evolution is the m®a# reciprocal genetic change between
interacting populations. Co-evolution of plants amizosphere microorganisms has been
reviewed by Lambers et al. (2009). Kinkel et aDX2) propose, for example, to identify the
nutrient conditions under which the microbial conmties follow an antagonistic trajectory.
They suggest a new focus on the impacts of initiarobial density and diversity on the
success of disease suppression management stsategie

4.3  Plant-microbiome associations

4.3.1 Terms of the associations

Beneficial microorganisms that protect the hoshp&gainst infection are introduced into soill
or onto seeds (seed coating) or planting matefimlovercome the constraints related to the
implementation of inoculation, tissue culture tegaes provide a great opportunity for the
uptake of selected microbial strains and/or stcaimbinations by sterile plant propagulbs.
vitro and ex vitro bacterization and mycorrhization of vegetativelpgagated material is
explored as an efficient way to improve productmactices of high value horticultural crops
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(Nowak and Shulaev 2003). The successful introdacbf endophytic pseudomonas into
tissue culture plantlets to improve transplant ldsthment and early vigor has also been
found to increase resistance to biotic stress £Sttial 2000).

Despite extensive investigation on soil or seectutattion with beneficial microorganisms,
the full potential for the utilization of these uoedl allies has not been achieved yet.
Inconsistencies in biocontrol under varying envimemtal conditions have been a common
limitation of many biocontrol agents. When introdddn new environments, many microbial
strains do not survive or cannot establish demssitiethe rhizosphere that are necessary to
control soil-borne pathogens (Raajmakers et al920@rbruggen et al. 2012). The first and
most crucial prerequisite for an effective use widgical control agents is the continuous
confirmation of strain identity and activity. Moaring microbial inoculants and their impact
on rhizosphere microbial communities is necessaiguiarantee safe and reliable application,

but that was not possible until now.

4.3.2 Inocula composition

Instead of the “one-microorganism” approach, Bak&eral. (2012) highlight the use of
assemblages of different microorganisms with complatary or synergistic traits. In most of
the studies published to date, as shown on the @eanof Ralstonia solanacearurand
FORL biocontrol, combinations of microorganisms alguconsisted of strains (bacterial,
fungal) that were effective on their own (Duijff &t 1998, Lwin and Ranamukhaarachchi
2006, Srivastava et al. 2010).

Srivastava et al. (2010) assessed arbuscular niyzakifungi, fluorescenPseudomonaand
Trichoderma harzianunformulation againsFusarium oxysporum f. sp. lycopersfor the
management of tomato wilt by seed bio-priming. tAtse bioagents significantly reduced the
incidence of wilt in pot and field trials and cométions of bioagents were more effective
than single isolate treatments. The combinatiorlwadrescentPseudomonas, T.harzianum
and arbuscular mycorrhizal fungi provided signifitg better control than the non-inoculated
treatment, reducing disease incidence and sevbyityy4% and 67% in pots and field,
respectively. The combination treatments also emed yield by 20%. Addition of compost
further reduced disease and improved yield inraitments. In comparison to the control, the
combination of all three bioagents with composh#igantly reduced disease by 81 and 74%
in pots and field, respectively, and enhanced ibkl oy 33%. Other authors have stressed

the importance of adding compost combined withitlegulation of biocontrol agents for the
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management dfusariumand Bacterial wilt (Prasanna et al. 2013, TaiwaleR007, Wei et
al. 2013).

However designing a consortium of microorganismscfantrolling soil-borne pathogens is
very complex as each member of the consortium fisctefd by the identity of the other
members. Mendes et al. (2013) proposed to desigora microbiome’ that is effective
against soilborne pathogens in different agro-estesys. They define the core rhizosphere
microbiome in the context of plant health as theafemicroorganisms that are needed to
effectively protect plants from soilborne pathogefikey suggest that the core microbiome
may be different for the different groups of sadirbe plant pathogens that are bacteria, fungi,
oomycetes and nematodes. They propose to assehwleote microbiome more from a
functional perspective than based on taxonomicsiflagtion only. This proposal is a trade-
off between a high functional diversity on one hardl a high establishment of a given

antagonist on the other hand.

4.4  Crop rotation
Crop rotation is the practice of growing crops be same field sequentially in time. Crop
rotation using non-host species has long been gmgplas the densities of both soil-borne
pathogens and antagonistic microorganisms aretaéfeEffective crop rotation results in the
lack of positive selection of the pathogen and mes time needed for the biological control
of the pathogen inoculum by antagonists residingpih Moreover, cropping sequences could
be designed to select specific elements of theleasimicrobial community that contribute to
disease suppression (Mazzola, 2004).
The concept of “soil priming” interpreted as seaitithe “readiness” of a specific soil to
receive a selected crop with “primer plants” hasrbproposed by Welbaum et al. (2004). For
example, the integration of legumes, which secredenpounds recognized as signal
molecules by rhizobacteria, into life-mulch inducttge bacterial production of factors
essential for the establishment successful N2gixinegume-rhizobia symbiosis.
Submicromolar concentrations of these compoundscmghysiological changes in both host
(legume) and an array of non-host plants by enhgnseed germination and early seedling
growth (Prithviraj et al. 2003).
Larkin (2008) assessed the effects of biologicakmaments and crop rotations on soill
microbial communities and soil-borne diseases datpo Their results indicate that some
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rotations were more able to support the added l@a@ebrganisms from amendments and
enabled more effective biological control.

Although crop rotation, if properly designed, i® thnost efficient cultural practice to reduce
the incidence and severity of soil-borne diseadigrsified and multiyear crop rotations can
have lower interest from an economic point of vig¥iddink et al. 2010). This reinforces the
interest of the soil-priming concept and the netgs® organize the complementarity
between crop rotations and the other methods disdusere.

4.5 Mixed cropping systems
Mixed cropping is defined as the cultivation of &ture of at least two crops together in the
same field (Trenbath 1976). Although mixed croppsygtems are applied primarily for their
impact on overall yield and their frequent agronomilvantages, one benefit of this practice
is disease control (Hiddink et al. 2018pudreau (2013) reviewed 206 studies comparing
disease in monocropping and intercropping systémesrcropping reduced disease by 86%
for rots and wilts, 100 % for bacteria, 37% for raaues. Identification of strongly
interacting species that recruit beneficial micgaoisms or exude toxic compounds opens
new paths to manage soilborne disease in mixegurgpystems.
Hiddink et al. (2010) reviewed different type ofxed cropping systems: 1) strip mixed
cropping, the strip-wise simultaneous cultivatidnnaultiple crops in rows, wide enough to
permit independent cultivation but still sufficignharrow to interact agronomically; 2) relay
mixedcropping, the simultaneous cultivation of multigl®ps during only part of their field
period; 3) row mixed cropping, the production ofltimle crops alternatively planted in rows;
and 4) multi-storey mixed cropping, the cultivatiohtall perennials combined with shorter
biannual or annual crops, practiced in orchardse tnurseries and agroforestry. These
different types of mixed cropping systems and theharacteristics often determine if
soilborne diseases can be suppressed and what mmokacan be held for disease
suppression (Hiddink et al. 201M). 30 out of 36 publications, mixed cropping resdlin a
significant reduction of soil-borne disease while6i it resulted in no or in an aggravation of
the disease incidence or severity.
Host dilution appeared to be the most importanthmeism of disease suppression although
Hiddink and al. (2010) highlight that allelopathydaantagonism should be better managed to
optimize disease-suppressive effects. To be efeadn inhibiting rhizosphere-inhabiting

pathogens, allelopathic substances should be grassafficiently high concentrations in the
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micro-sites where the pathogen is located, andsraeétmixed crops should be in close
proximity (Hiddink et al. 2010).

Abdel-Monaim and Abo-Elyousr (2012) showed the sapgive effect of intercropping
cumin, anise, onion and garlic with lentil on dangpff and root rot disease caused by
Rhizoctonia solanand Fusarium solani Roots exudates of intercropping partners reduced
mycelial dry weight of the tested fungn vitro. Marigolds {Tagetes spp.have been
demonstrated to reduce nematode infestation, edlye¢hose caused by the root-knot
nematodeMeloidogyne incognitain tomatoes, when used as an intercrop or cowep c
(Hooks et al. 2010, Kumar et al. 2005). In anotee&ample, Canavalia sp.produces
allelopathic compounds that reduce nematodes amefibbanana crops (Damour 2004).

In mixed crops, increased plant diversity leads nore diverse root exudates and
consequently to a more diverse rhizosphere-inhigpithicrobial community (Kowalchuk et
al. 2002). Rhizosphere of mixed crops support cfie bacterial and fungal communities
compared to the corresponding single-crop rhizagshéHiddink et al. 2004; Bainard et al.
2012).

Mixed cropping plants that recruit and transfer df@mal microorganisms or secrete
allelopathic compounds can provide sustainabilitg aesilience. Some plants could favor
symbiotic microorganisms such as arbuscular mycarhfungi which act for roots
bioprotection through different processes (Azcomnibey and Barea 1997). Arbuscular
mycorrhizal fungi and their bioprotective effeceaf great importance for the management
of plant disease in an environmentally compatiliecalture. As illustrated in Figure 11,
some plants favor arbuscular mycorrhizal fungi, cehprovide root bioprotection. This
system is based on the multiplication of naturalcamghiza due to the planting of a
mycorrhizal plant (chives) associated with a secomg (tomato), which benefits from the

increased mycorrhizal density.
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Figure 11: Enhancing Arbuscular Mycorhizal Fungi biocontrol effect against soilborne disease
Intercropping tomato Lycopersicon esculentum wthilve Allium fistulosum (Soufriere, Santa-Lucia).

Hage-Ahmed et al. (2013) tested arbuscular mycrattungi againsFusarium oxysporum
F. sp.Lycopersiciwith tomato intercropped with leek, cucumber, bafhnel or tomato
itself. The bioprotective effects resulting in thecrease df. oxysporunmwilt disease severity
depended on the intercropping partner more thah@degree of mycorrhizal colonizatioh.
combination of the bioprotective effects afbuscular mycorrhizal fungind intercropping
partners can be considered as a new potentiaggyraigainst soilborne pathogens and would
be of high significance for sustainable agriculture

5 Conclusion

Harnessing the plant’s ability to mobilize beneflathizosphere interactions is a promising
strategy to include in the design of innovativeedse-suppressive agroecosystems. Such
strategy will address the defense against sevesstispat once, therefore benefiting plant
health and productivity. It allows reducing the eiegence on pesticides and decreases the
risk of the emergence of resistant pests. Althoughhave shown how promising such
strategies would be, based on the opportunitiesredf by the current knowledge, the
knowledge on the rhizospheric interactions is pet $carce to design such strategies in an
effective and economically feasible way. Linkingiagltural practices to these interactions
requires more detailed investigation, especiallyjired cropping systems.

Identifying interacting species with strong ability recruit beneficial microorganisms or
secret toxic compounds is a key and paramount.igsfimmework based on smart usage of
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databases implemented to inventory plant-inducedtfonal traits will be useful to predict
disease-suppressive capacities and will be of dgnelg to the agroecosystems designers.
Plants would be associated with their second gemomed enlarged rhizosphere
compartments of associated microorganisms. Spedifi@stigations should focus on
understanding how biotic versus abiotic conditiocsn be manipulated to generate
appropriate compound profiles.

Harnesssing rhizosphere interactions is one of itl®vative ways to design disease-
suppressive agroecosystems. Pest regulation apd/ieid are supplied by biodiversity rather
than by anthropogenic inputs. Several other undampg ecosystem services such as weed
control, soil formation and nutrient cycling mag@lbe boosted. For successful management
of multiple services, decision-making and develgpimanagement interventions will need to
promote synergies between below and above-groutetactions. Smart management of
functional biodiversity will lead to disease-supgsi®e agroecosystems and enhance their
resiliency. Long-term crop production aresource preservation will ensure sustainable food
security in the context of global changes and dldeanand.
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[.2 Ingénierie agroécologique pour le biocontrdle d e

Ralstonia solanacearum

Le cadre d’'analyse (Figure 9 B) proposé dans cpitthdl.1) a été mobilisé dans ce chapitre
pour réaliser une revue bibliographique des putitina évaluant différentes partiques pour
une gestion agroécologique de la bactérie phytogatieRalstonia solanacearunen culture

de tomate et de pomme de terre

Agroecological engineering to biocontrol Ralstonia solanacearum . A review

Co-auteurs pressentis: Deberdt P., Ozier-Lafontdine

Abstract

Crops live in perpetual interaction with large coomities of soil pests leading to crop losses
of more than 10%. Current management techniqudersinbm major limitations, whereas
mobilizing soil beneficial biotic interactions oftelargely unexplored potential to biocontrol
soil pests.Ralstonia solanacearuris one of the world's most important phytopathagen
bacteria due to its lethality, persistence in swilde host range and broad geographic
distribution. One promising approach is to encoeragroecological management. We
reviewed 130 published experiments from 57 artithes assess the impacts of agroecological
management oR. solanacearunm tomato and potato crops. We propose an agrogicail
engineering framework, which offers new insightsanélysis and action. Our analysis shows
that (i) combining agroecological practices is mefficient than applying a single practice
(i) antagonism is the process showing the bestadis control efficiency (iii) although
rhizosphere bioregulation processes, mainly pralithy biocontrol agents, show an efficient
disease control in controlled conditions, resuitsail are rarely consistent. Soil amendments
and plant species diversity are key multi-functiopeactices that may result in synergies
between processes and enhance the fitness of ssotiated bacterial communities. For
example, establishing rhizosphere bioprotectioninsgjdralstonia solanacearunsould be
achieved by introducing plants able to recruit garasts, alter exudates that support host-
pathogen dialogue, or favor beneficial feedbacksef-sustaining living buffer against
pathogens may be established. This analysis hlgkligew avenues to implement multi-
process practices to encourage synergies and actrigde-offs. Further knowledge on the
ecological behavior oR. solanacearunand its antagonists is required to develop proeedu

for its control in infested fields.
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1 Introduction

Ralstonia solanacearunfYabuuchi et al. 1995) is one of the world's masiportant
phytopathogenic bacteria due to its lethality, witest range, persistence in soil and broad
geographic distribution. This pathogen affects mbex 200 plant species belonging to over
50 different botanical families. The diseases' cammames depend on the host affected
(bacterial wilt in tomato or tobacco, brown rotpotato, Moko disease in banana, etc.). The
bacterium can survive for years in soil and can atdonize some hosts asymptomaticaRy.
solanacearunis present on all continents and many islands éetvihe tropics of Cancer and
Capricorn (Hayward 1991). Although the pathogenseaumajor yield lost in the tropics and
subtropics, it is currently a continuing threattémperate climates (Denny 2006). A recent
phylogenetic system has classifiBd solanacearuninto four major phylotypes that reflect
origin and ancestral relationships between strdegan and Prior 2005). The most important
is race 3 biovar 2, which affects tomato, potatd athersolanaceaeBrown rot of potato is
among the most serious diseases of potato worlgvadmg responsible for an estimated
$950 million in losses each year (Ephinstone 208&)ce 3 biovar 2 is cold tolerant and
classified as a quarantine pathogen. Moreover bilbsar has been listed as a Select Agent in
the Agriculture Bioterrorism Act of 2002 (USA).

R. solanacearunbelongs to the3-proteobacteria and is considered a “species cothple
(Génin and Denny 2012). It invades plants throdgirtroots and causes wilting resulting
from the vascular blockage caused by its extensile@nization. The colonization of roots is
an important step in the interaction between tredsaum and the host plant (Yao and Allen
2006 a, b). The pathogen moves to the host pldathes to the plant roots, infects the cortex
and colonizes the xylem, which requires secretibncall wall-degrading enzymes and
ExoPolySaccharides, virulence factors controllecabrggulatory network and enhancing the
pathogen’s ability to cause disease (Génin and P&@i2). After wilting the plant, the
bacterium returns to the environment and is likelgurvive in soil, water or reservoir plants.
Within plant tissues, high densities of the patlmogecrease expression of pathogenicity
genes, repressed by low bacterial densities inhast-environments (Alvarez et al. 2010).

No chemical product is available fdRalstoniainduced wilt (Chen et al. 2013). Host
resistance remains the most effective control exgsatagainst this disease. However, wilt
resistance is often overcome due to the considerabiation among pathogen strains. In the
French West Indies island of Martinique, for exaepghe emergence of a new pathogenic

variant ofR. solanacearuirbelonging to the phytotype 1I/4ANPB, recently ag@eland was
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also detected in French Guiana (Wicker et al. 2@¥herdt et al. 2014). To help breeders,
Lebeau et al. (2011) assembled for the first tinveoddwide collection of genetic resources
used as sources of resistance in three solanaspeuges (30 accessions of tomato, eggplant
and pepper). Resistance properties of the accessiere assessed by challenging them with
strains representative of the known phylogenetrerdity of R. solanacearumincluding the
new strain olR. solanacearunrom Martinique: strain CFBP6783hey tested the virulence
of different strains and the response of majorstasce sources. Among the 12 pathogen
strains tested, strain CFBP6783 showed the mostragtaggressiveness because it overcame
resistance of 26 of 30 genetic resources testedrelistance carried by tomato or pepper
accessions was effective for controlling it.

As current R. solanacearummanagement strategies suffer from major limitatjoone
promising approach is to encourage agroecologiealagement. We reviewed 130 published
experiments from 57 articles that assess the impaictagroecological management Rf
solanacearumin tomato and potato crops. We applied an agrogoml engineering

framework, which offers new insights of analysisl action.

2 Materials and Methods

We searched the agroecological literature for swidhat experimentally assessed bacterial
wilt management on tomato or potato. Literaturedess were conducted using the ISI Web
of Science (from 1988 to 2013) for relevant keyvsoRhalstonia solanacearulimacterial wilt/
brown rot, tomato/ potato and integrated diseasenagement/ biological control/
intercropping/ crop rotation/ soil amendment/ ingldic systemic resistance/ disease
suppressive soil/ allelopathy. In addition to dat searches, we also hand-checked the
reference lists of all studies analyzed as well Ralstonia solanacearunsymposia
proceedings. We restricted our literature analysisontrolled factorial experiments, which
report the effect of management practices indivighaa combined with a control treatment.

The main criteria retained for the analysis ares@néed in Table 2.

Table 2 : Criteria for the database analysing liteature on R. solanacearundiseases agroecological
management.

Criteria

Target crop, cultivar (tomato, potato)

Target pathogen phylogeny (race, biovar, phylotgt®in)

Agroecological practice assessed (farmyard manutgimol, bio-organic fertilizer,
intercropping cowpegyythium oligandrumammonia, actiguard foliar spraglomus mossae
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etc.)

Management practices type (Soil amendment, Bioobrtgent inoculation, Plant Species
diversity, Natural Stimulation Defense product, @&nfection, Solarization)

Ecological process (Antagonism, Biocidal moleculsdyerse Physicochemical environment,
Induction of resistance)

Function (Soil inoculum decrease, Rhizosphere bigegion, Host resistance enhancement)
Experimental design (Field, Greenhouse, Growth dwanPotsin vitro)

Measured indicator (Inoculum Density, Disease Inderrcentage of Disease Incidence,
AUDPC, Distance Inhibition Zone)

Result

Control

Duration of the trial

Disease or Soil Decrease (High/Moderate/No Soil rBese; High/Moderate/No Disease
Control)

Soil type (sandy soil, clay soil etc.)

Inoculation (Yes/No)

Assessment of yields (Yes/No)

Site (Florida, China, Japan, Netherlands, Taiwagehg, Egypt, Martinique etc.)

Journal (FEMS Microbiol Ecol, Plant Dis, AppliediS&col, Phytopathology, Crop Prot etc.)
Year (1988- 2013)

Authors

The experiments were classified by i. the agricaltpractice implemented (soil amendment,
biocontrol agent inoculation, plant species diwgrsbiodisinfection, natural stimulation

defense products and solarization) ii. the typermderlying ecological process discussed by
the authors (adverse physico-chemical environmaogidal molecules, antagonism, plant
defense induction). iii. the function focused orsadissed by the authors (soil inoculum

decrease, rhizosphere bioprotection, host resisjgfagure 12).

Agricultural Ecological Functions Indicators
practices processes
Solarization — | Adverse physico- SOIL INOCULUM |
Plant species _—7] chemical environment DECREASE
diversi
ersity — "X 5o iNocuLum
Biodisinfection Biocidal molecules \ RHIZOSPHERE
P 4 BIOPROTECTICN B
Soil amendment L7 ~
ofl amendment —g, Antagonism DISEASE INCIDENCE
Biocontrol agents “ ™ PLANT RESISTANCE
. INCREASE
Natural Stimulation_=| Plarlt resistance 7 ]
Defense induction

Figure 12 : Diagram of agricultural practices, ecabgical processes, functions and indicators to analgR.
solanacearuminduced diseases control.

Two main types of indicator are used to quantiky dffectiveness of agroecological methods
(Table 3).
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Table 3 : Indicators to quantify the effectivenessf agroecological methods oRR. solanacearundensity of
bacteria, damage and in vitro development.

Type of indicator Indicator Code

Density of bacteria Soil Inoculum Density SID
Root Inoculum Density RID
Stem Inoculum Density StiD

Damage Percentage of Disease Incidence PDI
Disease Index DI

Area Under the Disease Progress Curve AUDPC

In vitro development Distance Inhibition Zone DIz

Efficiency in relation to the amount of bacteriative soil and the percentage of wilted plants
are standardized and assessed. Compared to thelcanthe end of the experiment: a
reduction of 16 CFU /g dry soil is treated as a high soil decresfieiency, and a reduction
of 50 percent of wilted plants is treated as a laghtrol efficiency. Medium soil or disease
decrease efficiency are assigned respectively whienreduction is lower than ACFU /g dry
soil or lower than 50 percent of wilted plants btili significantly different from the control
or when the results differ from one experimentnother (high one year, not the following).
No efficiency is assigned when results never shewgificant efficiency.

3 Results

For 116 of the 130 published experiments assesagrgecological management &.
solanacearumresults on disease incidence (measured by tlremage of wilted plants) and
soil inoculum decrease (measured by log (cfu/g sbi)+1)) could be standardized and
compared. The results of the other 14 experimersisg inoculum density in stems or roots
or in vitro a disease inhibition zone to assess agroecologficakgies, are taken into account
in the discussion section. 98 of these experimassessed a single agroecological practice,
18 of them assessed combined practices. Among tB8sexperiments, 51 assessed an
agroecological practice on disease control, 47adrreoculum decrease.

Figure 13and 14 show the distribution of high, medium awndefficiency of agroecological

practices on disease control and soil decreasdatdized indicators.
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Host resistance

Rhizosphere Bioregulation

Function

Soil inoculum decrease
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Figure 13: Assessment of agroecological managemeéptactices, target processes and functions) on

disease incidence.

StandardizedR. solanacearundisease control indicator was assessed from 5ériements. A reduction of 50
percent of wilted plants between agroecological amament and the control at the end of the expetirisen
treated as a high control efficiency. Medium diseesntrol is assigned when the disease contrawvigil than
50 percent of wilted plants but still significantiiifferent from the control or when the resultsfeliffrom one
experiment to another. No efficiency is assigneémvesults never show a significant disease control
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Figure 14: Assessment of agroecological manageméptactices, target processes and functions) on séil
solanacearuminoculum.

StandardizedR. solanacearursoil inoculum decrease was assessed on 47 experimergsludtion of 16 CFU
g™ dry soil is treated as a high soil decrease efficy. Medium soil or disease decrease efficien@ssgned
when the reduction is lower than®OFU /g dry soil but still significantly differeritom the control or when the
results differ from one experiment to another. Nficiency is assigned when results never show aifgnt
efficiency.

3.1 Agroecological practices
Soil amendment is the most frequent single agrogocdl practice assessed to reduce
bacterial wilt or brown rot incidence (42% of theagtices) andR. solanacearunsoil
inoculum (49% of the practices).
Soil amendment, inoculation of biological contrgkeats and plant species diversity show 56,
64 and 71% of high disease and 26, 17 and 33% gl Isoil control respectively.
Biodisinfection, assessed in fewer experimentsg@ws very promising efficiency, both on
soil inoculum and disease reduction (100%). Sadsion was inefficient in the studies
analyzed.
Combining agroecological practices, such as bigobrdgent inoculation, plant defense
inducement, plant biodiversity or soil amendmenmdsiarely practiced (only 18 of the 130
trials analyzed here). When complementarity betwaggoecological practices is assessed, it

is more efficient than a single practice (77% verdd% of high disease decrease). For
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example, Hong et al. (2011) applied thymol as & fonigant and acibenzolar-S-methyl
(ASM) as a foliar systemic acquired resistance cetduto manage tomato bacterial wilt.
Whereas thymol or ASM did not significantly redudesease, the combination of both
significantly reduced disease and increased yleldn another experiment, Wei et al. (2013)
addBacillus amylofiquefacienstrains QL-5 and QL-18 isolated from tomato rhptuere to

an organic fertilizer and obtain both high soilentum and high disease controls in the first
season of the experiment.

We assume that a holistic approach integratingirpudicess practices may the best strategy

to effectively control soil-borne pathogens.

3.2  Ecological processes
Antagonism is the ecological process showing tiybdst disease control percentage (65% of
high disease control). Antagonism is a process lmeldi by both soil amendments and
biocontrol agent inoculation practices and contesuo soil inoculum decrease, rhizosphere
bioregulation and plant defense induction. Othe@rcess, such as adverse physico-chemical
conditions or biocidal molecules contribute, in &8 60 % of the experiments using them
respectively, to a high disease control.
To favor antagonism process, there is considerafilerest in developing methods for
encouraging the proliferation of beneficial intraéd or indigenous microbial populations in
competition with soil-borne pathogens. Indeed iashneg the fitness of beneficial
microorganisms, such as plant growth-promoting abacteria (PGPR) or arbuscular
mycorrhizal fungi, contributes to plant health. $&egroups employ a variety of mechanisms
including niche exclusion, parasitism, productidrantifungal or antibiotic compounds, and
production of Iytic enzymes (Bais et al. 2006; Belgen et al. 2012). Fluorescent
pseudomonas, for example, produces antifungal iatitib, elicits induced systemic
resistance in the host plant, or interferes speadlfi with pathogenicity factors. Before
engaging in these activities, biocontrol bactepalyough several regulatory processes at the
transcriptional and post-transcriptional levels dsland Defago 2005).
Antagonism can be investigated in different waysosMauthors screened isolates from
collections of R. solanacearundisease-suppressive soils (Irikiin et al. 2006,ir.vand
Ranamukhaarachchi (2006), Lemessa and Zeller 289&, et al. 2008, Xue et al. (2012)).
Posas and Toyota (2010) searched for communityigctihey tested four amino acids, non-

utilizable by R. solanacearumpn tomato bacterial wilt. The lower disease incwen
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following lysine treatment was likely related tospecific community that developed on the
addition of lysine.

3.3  Functions
From the diagram shown in Figure 12, the functemgéted in each experiment and discussed
by the authors was assigned. Our results suggastriizosphere bioregulation receives
insufficient attention in existing control practecdndeed it was only targeted in 20% of the
experiments, unlike soil inoculum decrease functibat was targeted in 69%. However,
when studied, rhizosphere bioregulation was veficieht in terms of percentage disease
reduction (75% of high disease control) comparesbibinoculum decrease function (56% of
high disease control). This may be because thenzation of roots (attraction, biofilm
formation) is a key step in the interaction betwdxacteria and the host plant and the
development of the disease (Yao and Allen 2006.a, b
Rhizophere bioprotection is mainly provided by inlating biocontrol agents (BCA) (in 73%
of the experiments). However, experiments are magidrformed in controlled conditions
(pots, greenhouse). Inoculation of BCA gives gosslilts in the laboratory and in greenhouse
experiments. Unfortunately, results in the field/dndbeen less consisteas conditions for
maintaining the biocontrol agents are not insurpchbably because of non-ecological
persistence of the inoculant in the soil due toauafable conditions and competition
(Cetintas and Dickson 2004; Chave et al. 2008;abgk et al. 2011; Rumbos et al. 2008).
The conditions for maintaining the BCA are not ased or implemented. Complementary
practices likely to drive and sustain rhizospheiepiotection are rarely implemented
although combining the benefits of BCA with the aglant species' diversity showed great
promise forFusarium oxysporum f.sp. lycopersaontrol (Hage-Ahmed et al. 2013). Some
current agricultural practices, especially soil admaents and plant species diversity, make
contributions to rhizosphere protection throughagohism and allelopathy (Posas and
Toyota 2010; Yu 1999).
Recent developments in techniques for studyingobiazterial communities and tracking
systems for inoculated bacteria are important iturtu applications and assessment of
effectiveness and consistent performance of miatoimoculants in crop production and
protection. On the other hand, mobilizing indigemauicroorganisms is potentially self-
sustaining, reducing the need for repeated appitsit and avoiding the problem of pests
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evolving resistance to treatments. Moreover, enhgnthizosphere bioprotection must be
part of an integrated soil pest management.

4 Discussion

Analyzing 130 published experiments from 57 ariclassessing the impacts of
agroecological management Ralstonia solanacearurm tomato and potato crops showed
that i) combining agroecological practices is mefcient than applying a single practice
(77% versus 44% of high disease decrease) (iijgantam is a promising process to target
(high disease control of 65%) (iii) the rhizospheskhould receive more attention in
agroecological management oR. solanacearum. Although targeting rhizosphere
bioregulation is very efficient (75% of high diseasontrol) it was only studied in 20% of the
experiments as there is no easy indicator to assissiinction.

As shown in the analysis of the literature, two maidicators are used to quantify the
effectiveness of agroecological practices agaiRstsolanacearumthe decrease in soil
bacteria density and the dynamics of the percervégisease incidence. Assessment of the
presenceR. solanacearumnmerely by scoring of CFUs and disease symptoms gnag a
superficial picture of the actual invasive propestiof this organism (van Overbeek et al.
2002). Only very few studies assess rhizosphergebalkcolonization (Zhu and Yao 2004).
New tools are required to develop sound proceduresdo so, Van Overbeek et al. (2002)
developed a polyphasic approach to study the iomaif plants by a selecte®.
solanacearunmbiovar 2 strain, denoted 1608ith two antagonistic strains d&?. corrugata
either in combination or nothey combined plating (spread and drop plate methodporter
gene technology (gfp mutants) and serological (imofluorescence colony staining) and
molecular techniques (fluorescent situ hybridization (FISH) and PCR withR.
solanacearunspecific primers and PCR-DGGE on plant DNA exsacThe behavior oR.
solanacearuml1609 and the two controlled strains were studiedoulk and rhizosphere
tomato soil and in the rhizoplane and stems of tonpdants.The results showed that an
interaction between the pathogen and the contralnst at the root surface was likely. In
particular,R. solanacearuni609 CFU numbers were significantly reduced onatonroots
treated withP. corrugata IDV1 cells. PCR-DGGE analyses of the tomato rhizog
supported the evidence for antagonistic activityiagt the pathogen as only we&k
solanacearuni609 specific bands were detected in profilesveerifrom mixed systems, as

opposed to strong bands in profiles from systemdatoing only the pathogen. However
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Masunaka et al. (2009) proposed a method to vimeidd. solanacearuncells during
biocontrol of bacterial wilt disease in tomato witithium oligandrumTheir results suggest
that the induction of plant defense was the maichaerism for the biocontrol, not direct
competition for infection sitesVe need to develop such studies to elucidate rhizipR.
solanacearurantagonist interactions as well as Biesolanacearunplant colonization phase
based on chemotaxis and aerotaxis, which is crutidlsease development (Yao and Allen
2006 a; Yao and Allen 2006 b).

Moreover, global regulation oR. solanacearumpathogenicity is becoming apparent.
Pathogenicity mainly depends on bacterial cell dgnQuorum sensing allows bacteria to
assess their local population density or physicalffinoement via the secretion and detection
of small, diffusible signal molecules (Kievit angléwski 2000; Bais et al. 2006; Hikichi et al.
2007). It is only after high cell densities haveeeachieved that the bacteria are able to
successfully compete with the plant host deferf@asrum sensing includes the production of
extracellular polysaccharides, degradative enzyam@syiotics, siderophores and pigments, as
well as Hrp protein secretion and Ti plasmid transiThanks to quorum sensing, bacteria
have the capacity to behave collectively as a grops has obvious advantages, for
example, the ability to migrate to a more suitadatwironment and to adopt new modes of
growth, such as biofilm formation (Kievit and Iglskv 2000). Quorum-sensing and type Il
secretion systems are fundamentaRtosolanacearunpathogenicity. One might speculate
that these two systems are intimately associatati, With each other and with the regulation
of virulence ofR. solanacearumSince quorum sensing regulatory systems are nesjfior
pathogenesis, interference with quorum sensingaigmmay offer a means of controllifiy
solanacearundiseases (Kievit and Iglewski 2000; Helman andr@ine2014). The ability to
block quorum-sensing systems, “Silencing the mob’peoposed by Helman and Chernin
(2014), may offer new strategies for managing pthsgases.

Inoculation experiments as well as harnessing sgspre-soil ability show that antagonism is
an efficient bioprotective process. However proditty biocontrol agents it was proved to be
efficient by controlling plant pathogens mostlycontrolled conditions. Unfortunately, results
in the field have been less consistent probablyabse exogenous inoculated microorganisms
do not persist in natural conditions. Indeed, thécial issue to enable us to benefit from
microbial biocontrol is to enhance and sustain goiéstic communities in soil and
rhizosphere. Monitoring the fate and metabolic\atgtiof microbial inoculants as well as
their impact on the rhizosphere and soil microb@hmunities are needed to guarantee safe

and reliable application. Different agroecologipahctices, such soil amendments and mixed
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cropping systems, may help to support antagonimtarobial communities (Garbeva et al.
2004). On the other hand, indigenous antagonistamiganisms are dynamic and potentially
self-sustaining, reducing the need for repeatedliGgtipns. Harnessing these natural
communities is promising and may also avoid thebl@m of pathogens quickly evolving

resistance.

5 Outlook

Beyond the practices themselves, it is their coatimn that is likely to produce synergies for
a dynamic bioprotection against soil-borne pestspbyiding the three complementary
functions: soil inoculum decrease, host resistarwk rhizosphere bioprotection. Depending
on the cropping system (tomato, potato, etc.), egplogical engineering aims to arrange
practices to mobilize different ecological procesdaring the crop cycle.

Soil amendments and plant species diversity arenkelji-process agroecological practices.
To provide synergies between processes and enhlaedéness of root-associated bacterial
communities, soil amendment and plant species sliyemay select and maintain consortia
that interfere with bacterial pathogens. For exanpbktablishing rhizosphere bioprotection
againstRalstonia solanacearunsould be achieved by introducing plants able toruie
antagonists, alter exudates that support host-gathdialogue, or favor beneficial feedback.
A self-sustaining living buffer against pathogensyrmbe established.

This analysis highlights new avenues to implementitirpprocess practices to achieve
synergies and trade-offs. Further knowledge onett@ogical behavior oR. solanacearum

and its antagonists is required to develop proasdfar its control in infested fields.
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CONCEPTS CONNAISSANCES

- = — Par quelle nouvelle stratégie de régulation?
Systemes de cultures tomate bioprotégés contre le 1

flétrissement bactérien

He| ap el

Eliminer les Neutraliser les Constituer une
bioagresseurs [ interactions plantes- barriere

bioagresseurs rhizosphérique  Par quels processus et itinéraires?
bioprotectrice 1

uonejuswusdxgy

Figure 15 : Représentation par le formalisme de léhéorie de conception innovante C-K de la premiére
étape de la conception de « Systemes de culturelsage de tomate bioprotégés contre le flétrissement
bactérien ».

Différentes connaissances de I'espace K ont étéliseb a partir de I'état de I'art. Le concept iaitCO est
partitionné en trois sous-concepts. Des sous-cemaestrictifs qui relévent naturellement du coricée la
protection des plantes contre les bioagresseuhsritgles : éliminer les bioagresseurs (par I'udifisn de
pesticides par exemple) ou neutraliser les intemast plantes-bioagresseurs (par la sélection déteéar
résistantes par exemple). lls constituent des timasi restrictives. Le sous-concept « constitueg barriere
rhizosphérique bioprotectrice » est original, ihstitue une partition expansive du concept initial.
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II.  Evaluer des processus et itinéraires visant a mobiliser les

mycorhizes pour contribuer a la bioprotection rhizosphérique.

L’état de I'art synthétisé dans le chapitre préoédeontre que la mise en ceuvre de pratiques
multifonctionnelles mobilisant, entre autres, Ipacté naturelle des plantes a bioprotéger
leurs racines, par la sécrétion de composés toxiquiée recrutement de micro-organismes
bénéfiques, offre de nouvelles perspectives de emimn de systemes de cultures
bioprotégés. La mobilisation de ces nouvelles cissaaces sur la capacité des plantes a
constituer une barriére rhizosphérique bio-physiciorique a permis de créer une partition
du concept initial CO “Systemes de cultures tomaitgprotégés contre le flétrissement
bactérien” en sous-concepts, I'arbre des conc&asramifié (Figure 15).

Cette partition appliquée plus particulierementadlyse des pratiques mises en ceuvre pour
une gestion agroécologique Besolanacearuma confirmé l'intérét potentiel de mobiliser des
processus rhizophériques. Cependant, I'analyseiogiaphique montre que, malgré un
biocontréle efficace de la maladie lorsque la repteere est ciblée, la mise en ceuvre et la
pérénisation des processus bioprotecteurs au changeu développée.

De nouvelles connaissances sont maintenant néeesgaur continuer le raisonnement de
conception. En effet les processus rhizosphérigaes complexes et les pratiques qui les
mobilisent sont multiples. Les verrous majeurs a uarise en ceuvre efficace sont: (i) un
pilotage dans le temps des processus alors qu’'orte tompétition existe entre les
communautés microbiennes du sol, et en partici@re microorganismes inoculés et
microorganismes naturellement présents et (ii) &ensité de mettre en ceuvre des
combinaisons de pratigues agroécologiques auxaeités partielles pour concevoir des
systemes de culture bioprotégés. Parmi les prosedsubiorégulation, la mycorhization,
symbiose entre racines et champignons du sol, meesavantage d’étre : (i) potentiellement
durable sous réserve de la mise en ceuvre de pratigdaptées et (i) compatible avec
d’autres processus de régulation biologique. Lagtudes sols contiennent des champignons
mycorhiziens qui constituent des ressources latehtur mobilisation dépend d’'un ensemble
de facteurs abiotiques et biotiques présentésldarthapitres suivants.

Notons cependant que parmi les facteurs abiotiques,des facteurs agronomiques
particulierement limitant pour la valorisation de/auarhization en agriculture est le taux de
phosphore biodisponible du sol. Les plantes déwalopmoins de mycorhizes dans des sols

ou le phosphore est largement biodisponible pu&lps n'ont pas besoin des champignons

59



Partie 2 : Conception innovante de systemes de cultures bioprotégés

pour accéder a ce dernier. Or, les sols des Antibmt en général de mauvais candidats pour
la disponibilité du phosphore : rétrogradation imaote dans les andosols, les ferralsols, et a
un degré moindre dans les vertisols, ce qui n'ast |p cas dans les nitisols jeunes. Les
premiers sols cités sont donc des gouffres a ploosplRappelons par ailleurs que les
ressources mondiales de phosphore tendent a tesiépuiser (Smit et al. 2009). Valoriser
la mycorhization est une alternative durable ag@p massif d’engrais a base de phosphates.
Par ailleurs, parmi les facteurs biotiques, le xhies plantes est crucial pour valoriser la
mycorhization. En effet, les champignons mycormgisont des symbiotes obligatoires, ils ne
peuvent réaliser leur cycle de vie sans plantesbilMder les mycorhizes implique
nécessairement de considérer les plantes asso€iédsines plantes ne mycorhizent pas
(familles des brassicacées et des chénopodiacébaptres sont plus ou moins
mycorhizotrophes.

Dans le cadre des expérimentations présentées leartgpitre a suivre, des plantes aux
propriétés mycorhizotrophes mais aussi assainssamit ainsi été évaluéke choix d’
Allium fistulosumdans un premier temps et Geotalaria spectabilisdans un second temps
fait suite a des résultats d’'essais au champ. Cefartes, au dela de leurs propriétés
assainissantes vis a vis de la souche émergenie delanacearunfDeberdt et al. 2012 ;
Deberdt et al. 2014), ont montré un caractere niyzotrophe élevé lors d'un essai au champ
(station de Riviére Lézarde) mené sur 2 annéescatiges (2011-2012 et 2012-2013). Cet
essai visait a évaluer l'impact de précédents mteta de service » sur le flétrissement
bactérien de la tomate et sur sa mycorhization.xD&tages de licence professionnelle
(rapport de stage Quinquenel 2012 ; rapport dees&agnson 2013) ont permis de confirmer
le caractére fortement mycorhizotropheAd’fistulosumet C. spectabilisd’'une part et
'augmentation de la mycorhization de la tomateicéé aprés ces 2 précédents culturaux
d’autre part. Les résultats de ces travaux negamprésentés dans le cadre de cette these qui
cible plus particulierement I'étude de deux crist@és de réussite de Il'utilisation de la
mycorhization pour la santé des cultures : (i) umgorhization précoce et potentiellement
pérenne au champ par la mobilisation de souchdgénes (ii) la complémentarité de la

mycorhization avec d’autres processus bioprotesteur
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[I.L1 La mobilisation de réseaux mycorhiziens
indigénes permet une mycorhization précoce de la

tomate

D’apres les travaux de stage de Master 2 d’EsBalleneider (2013).

Résumé

Mobiliser les processus de régulation naturellertsfpar la biodiversité et bénéfiques pour
les cultures est un défi majeur pour limiter lisdition d'intrants de syntheése (engrais,
pesticides) dans les agrosystémes tout en mairtEnarproductivité. Parmi ces processus, la
mycorhization, symbiose entre plantes et champigmaycorhiziens a arbuscules, contribue a
de nombreux services écosystémiques ainsi qu’eolduptivité et a la santé des plantes. Peu
valorisée dans les systemes agricoles intensifsyylzorhization a toute sa place au sein de
démarches d’'ingénierie agroécologique. L'efficacilé 3 voies de mobilisation des
champignons mycorhiziens est évaluée pour une rhigaiion de plants de tomate en
pépiniere: i) l'inoculation de produits a base @&imes mycohizées commercialisés, ii)
I'inoculation de racines mycorhizées produites lexent a partir du sol d’'un agriculteur, iii)
la mobilisation de réseaux indigenes via I'assamiatie plantes mycorhizotropheAll{um
fistulosun) sans inoculation de champignons mycorhiziens eéxeg. La mycorhization des
tomates issues de I'association a¥ditum fistulosumen pépiniére a été la plus rapide et la
plus élevée. L’efficacité de I'effet-donneur de rogttzes dAllium fistulosuma la tomate est
ainsi démontréein situ Cette stratégie s’inscrit dans une « écologiadtiote » de
I'agriculture qui invite a une reconfiguration dgsstémes de cultures pour la mobilisation de

services ecosystémiques intrants.
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1 Introduction

Le sol représente le premier réservoir de biodite(d gramme de sol rhizosphérique peut
contenir jusqu’a 18 microorganismes de plus de 30 000 espéces difss¢Berendsen et al.
2012)) mais cette biodiversité est encore peu isHerdans les stratégies de gestion des
agrosystemes (Brussaard et al. 2007). Les micramges associés a la plante contribuent a
de multiples services écosystémiques tels que:seivice support » par la modification de
la structure du sol, « le service régulation »lpabioprotection et la contribution aux cycles
biogéochimiques, «le service fourniture » en augam la productivité des plantes
(Millenium Environmental Assessment 2005, Bario®20 Manipuler ces microorganismes
pour accroitre la santé et la productivité des sgi@mes est un levier majeur pour réduire
leur dépendance aux intrants chimiques (Ryan @089) et faciliter leur écologisation.

Parmi les microorganismes bénéfiques du sol, lesnpignons mycorhiziens a arbuscules
(CMA) constituent un groupe fonctionnel clé. Les EMiéveloppent des associations
symbiotiques avec plus de 80% des plantes : leorhiges. Ces symbioses contribuent a
améliorer le rendement et la santé des culturesttiSshRead 2008). Peu exploitées dans les
systemes agricoles intensifs qui limitent leur déppement (Plenchette et al. 2005), les
mycorhizes ont toute leur place au sein de strasegiingénierie agroécologique (Gianinazzi
et al. 2010). Les mycorhizes sont constituées dparie intra-racinaire ou le champignon
crée des structures d’échanges avec la racinauftescules) et d’'une partie extra-racinaire
constituée de tres fins filaments qui démultipliensurface d’absorption des racines par un
facteur qui peut aller jusqu’a 1000 (Bago et aD®@Q0 Cette association symbiotique, qui date
de plus de 450 millions d’années, facilite ainactes des plantes a I'eau et aux minéraux du
sol et permet en retour le développement du champigimpossible sans l'apport des
sources carbonées fournies par la plante. La migadibn a non seulement un réle majeur
pour la nutrition des plantes mais aussi pour |eimprotection contre les maladies, du sol en
particulier (Azcon-Aguilar et Barrea 1997). La tam&énéficie particulierement de cet effet
bioprotecteur multi-pathogenes (cf. Annexe 2). Lgcamhization offre par ailleurs une
meilleure résistance a différents types de streexiques : sécheresse, salinité, pollution des
sols etc.

Les mycorhizes créent un véritable réseau d’échantye les plantes et les éléments du sol et
entre les plantes elles mémes, une méme souched®ignon mycorhizien étant capable de
s'associer a une trés grande diversité de plaktas der Heijden et al. 2009, Simard et Durall
2004).
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2.Interactions
avec la plante et
différenciation
de structures
intra-racinaires

3. Développement d’hyphes
et de spores extra-racinaires

Figure 16 : Cycle d’'un champignon mycorhizien a arliscules de la famille de§Slomeraceae

(1) Les spores germent pour pouvoir coloniser aeee-hdte sans laquelle elles sont incapablegalser leur
cycle. (2) Aprées une interaction fructueuse, défées structures intraracinaires sont différencidées hyphes,
les vésicules et les arbuscules ; (3) Le champigiéwmeloppe alors un vaste réseau extraracinaicetilsle de
coloniser d'autres racines et boucle ainsi sonecycl

Les nombreux atouts de la mycorhization pour cba&i a la conception d’'une agriculture
écologiquement intensive et a la fourniture de isesvécosystémiques intrants (Zhang et al.
2007) sont actuellement peu connus et sous expl@&®@ninazzi et al. 2010). La complexité
des interactions entre plantes et champignons rhigens et I'incertitude liée a leur mise en
ceuvre les rendent particulierement difficiles coteit. Par ailleurs, les méthodes pour les
étudier sont encore insuffisantes : il est actos#iet impossible en routine i) de cultiver des
champignons mycorhiziens sans plante (sauf ¢s’ilgis’ade racines génétiquement
transformées), comme cela se fait couramment peuradnbreux microorganismes utiles a
I'agriculture, ii) d’évaluer par une méthode norsitective le taux de mycorhization d’'une
plante, iii) de quantifier la densité du réseau angizien dans un sol, iv) de différencier des
champignons introduits, des champignons naturetémesents dans la trés grande majorité
des sols, v) d’évaluer exclusivement I'effet d’'urmampignon mycorhiziem situ (la mise en
ceuvre des conditions pour qu’il survive ayant uetedirect sur les plantes auxquelles il est

associe).

63



Partie 2 : Conception innovante de systemes de cultures bioprotégés

bY

L’intérét majeur du processus de mycorhizationd&sians sa capacité a persister et se
développer sans apport extérieur au cours desreafitf® cycles de culture. Alors que la
valorisation de la mycorhization est une strat@gjeécologique prometteuse, la complexité
des processus qui la gouvernent requiert une appregstéemique des systemes de cultures, et
invite a leur reconfiguration. En effet, pour béoéfr des services fournis par la
mycorhization, différents types de pratiques devétre mis en ceuvre :

- cultiver des plantes qui favorisent les mycorhifezsutes les familles sauf les
brassicacées et les chénopodiacées), et réduipétiesies de sol nu ;

- réduire I'apport d’intrants de synthése tels qedrgrais (fertilisation phosphatée en
particulier) et les produits phytopharmaceutiqdesdicides en particulier) ;

- limiter le travail du sol pour faciliter le dévelppment et le maintien des réseaux
(Plenchette et al. 2005).

Ces pratiques sont couramment mises en ceuvre dam®rdbreux systémes de culture
écologiquement intensifs: agriculture biologiqugrieulture de conservation, permaculture,
agroforesterie, etc. (Gosling et al. 2006). Au de&s pratiques agricoles nécessaires au
maintien des réseaux mycorhiziens, le processusmytrhization peut étre amplifie. Il

existe, pour ce faire, deux grands types de siestég

1. L’inoculation de produits a base de racines mycorlzées. elle permet de valoriser des
souches de champignons mycorhiziens sélectionnéas leur capacité reproductive. Leur
production consiste a cultiver des plantes a haientiel de mycorhization (poireaux,
oignons, mais, sorgho, etc.), a leur faire subistuass minéral les obligeant a recourir aux
champignons mycorhiziens, puis a prélever et brdgers racines (ljdo et al. 2011). Ces
racines sont ensuite conditionnées sous forme delrpe ou de granulés. Elles peuvent
également étre ajoutés a des substrats de cultareombreux produits a base de mycorhizes
sont ainsi homologués et commercialisés (cf. Ann8xelLa mise sur le marché des
mycorhizes par les industriels est facilitée par lsaractére multifonctionnel (biofertilisation,
biocontréle, biorégulation). Les demandes d’au&tiis s’inscrivent dans la réglementation
applicable aux matieres fertilisantes et suppogtgwture. L'optimisation des conditions de
production, de conditionnement et de commerciaiisaties produits a base de racines
mycorhizées fait I'objet d’une activité intense weherche industrielle (inocula mono ou
plurispécifiques, produitg vivo ou in vitro, vendus associés a des matieres fertilisantes ou
dans l'enrobage des graines, sous forme liquideemeapsulées etc.) pour un épandage

mécanisé a grande échelle.
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2. La multiplication de réseaux de mycorhizes indigerse elle constitue une alternative a
I'inoculation de produits commercialisés. Elle cstes a cultiver des plantes a haut potentiel
de mycorhization dans des dispositifsfarmoptimisés a cet effet (substrat inerte et compost,
fertilisation phosphorée rédujteans inoculation de souches commercialisées (Detuds
2005, Pellegrino et al. 2011)es racines mycorhizées sont ensuite prélevégsaadées a la
plantation ou mélangées au milieu d’empotage. baywtionon farmest plutot adaptée a des
petites exploitations qui font appel a une mainu/oe importante, nombreuses dans les pays

du sud ou aux producteurs qui font eux-mémes lgargs en zone tempérée.

Au sein de cette typologie les voies de mobilisatles mycorhizes ne sont pas incompatibles
et de nombreux intermédiaires existent (cf. AnnéxePar ailleurs, quelque soit la stratégie
utilisée, assurer la persistance au champ des imygesrpar la mise en ceuvre de pratiques
adaptées (rotations et associations de culturesnmygotrophes, réduction de la fertilisation,
de l'utilisation des pesticides et du labour) estanjeu majeur pour que l'utilisation des
mycorhizes par les agriculteurs soit efficace ¢bfpitre 111.2. de cette thése).

A notre connaissance, jusqu’a présent, les essasapt en compte les champignons
mycorhiziens indigénes, comprenaient toujours umese de production suivie d’'une phase
d’inoculation de propagules (spores ou fragmentsagees mycorhizées) pour aider a la
colonisation des plantes cibles a la plantationu@@oet al. 2005, 2006, 2012 ; Pellegrino et
al. 2011). L'objectif de nos travaux est d’évallepossibilité de mobiliser les champignons
mycorhiziens indigénes via l'association en pépaiede plantes mycorhizotrophes
« donneuses », pour faciliter la colonisation danf@s « receveuses » sans passer par une
phase de production de propagules. L’efficacitécdeprocessus de prémycorhization de
plantules a été démontrée vitro par Voets et al. (2009). A partir d'un réseau éeds
filaments issus d’'une plante-donneubtedicago truncatalp une colonisation trés rapide et
importante de semis de pomme de terre cultinégitro a été obtenue. En plein sol, les
champignons mycorhiziens seraient ainsi directemauitipliés et transmis par une plante
donneuse sans avoir recourt a une inoculation. laatg donneuse retenue e&Hlium
fistulosum(communément appelée cive ou oignon péyi). Leatpdadu genrdllium sont
connues pour étre particulierement favorables syfabiose mycorhizienne. Les recherches
sur ces especes et leurs interactions avec lespitpaoms mycorhiziens remontent a 1884
(Koide et Mosse 2004 Allium fistulosumest, par ailleurs, une espece largement cultivée e

consommée en Martinigue ou est menée ['étude. dfedissainissant d’extraits Adlium
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fistulosumvis-a-vis du flétrissement bactérien, frein majaula production de tomates en
Martinique a par ailleurs été démontré (Deberdt.€2012).

Notre hypothése est la suivante : « cultivées spnaation en pépiniere (de la germination a
la transplantation), des plantes mycorhizotrophadlest quA. fistulosum permettent une
mycorhizationin situ de la tomate par les champignons mycorhiziensgéms ». Une

expérimentation a été ainsi mise en ceuvre en Mgun

2 Matériels et méthodes

2.1 Plantes
La variété de tomateSplanum lycopersicuymcv. Heatmaster (Seminis, USA) largement
cultivée par les agriculteurs martiniquais est sieoipour cet essai. Les graines sont
débarrassées de leur enrobage de Thiram et dééedemvec de I'eau de javel a 6% (bain de
15 minutes dans de I'eau de javel & 6% suivi dagages a I'eau stérile pendant 10 minutes).
Des plants dA. fistulosumcv. Ciboule blanche connus localement sous le danoignon
péyi » ont été achetés chez un agriculteur loaas. hulbes sont transplantés aprés section de

I'intégralité de leurs racines pour éviter l'intrattion de mycorhizes exogéenes.

2.2  Sol naturel et terreau
Le sol utilisé dans 'essai provient de la statexpérimentale du CIRAD située a Riviere
Lézarde en Martinique. Il a été préleve sur lepniers centimetres. C’est un nitisol avec
86% d’argile (halloysite), 5.3% de limon, 10.9%g#ble, et de 4.55% de matiére organique.
Son pH est de 5.5. Du terreau universel a été&étdprés avoir été autoclavé par 2 passages a
121°C pendant 1h a 24h dintervallee mélange 2/3:1/3 de sol naturel et de terreau

autoclavéa ététamisé a 5 mm.

2.3  Dispositif expérimental
L’expérimentation vise a comparer I'efficacité déféentes stratégies de mycorhization via
un dispositif expérimental suivi pendant 7 semaihésssai a été réalisé en serre avec une
température moyenne de 30°C et une humidité relatisyenne de 65%. Dans cet essai, 4
traitements sont considérés. lIs différent parskeatégies de mycorhization des plantules de
tomates mises en ceuvre. L’expérimentation a eu dieudeux phases: phase 1: de la

germination a la transplantation (3 semaines), @hHas apres transplantation en pot (4
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semaines)L’efficacité des stratégies est évaluée par la medas taux de colonisation des

racines par les champignons mycorhiziens. Lesrdififs traitements sont différenciés par les

modalités de mise en ceuvre de la phase 1 :

e (T1) Témoin sans mycorhize : les semis s'effectudaris mélange sol naturel-terreau
autoclavé 2/3 :1/3;

» (T2) Traitement « inoculant commercial » : 50 ghdéulant commercial & base de racines
mycorhizées (MYCOR® de IfTech France) sont ajoatieésubstrat lors du semis dans le
mélange sol naturel-terreau autoclavé;

e (T3) Traitement «racines mycorhizées » : 15 g deines dAllium fistulosum
mycorhizées obtenues chez un agriculteur sontégdats du semis ;

« (T4) Traitement « bac donneur » : les semis de tersant associés avec des plants

d’Allium fistulosunpréalablement cultivés dans un bac expérimentad ddanneur ».

Un schéma récapitulatif du protocole est présemtégure 17

Phase 1 Phase 2
Phase de pré-mycorhization Phase de suivi

< L
3 semaines - Bacs de semis 4 semaines - Pots individuels

v

Semis des graines

Transplantation des tomates
de tomates

|

Témoin

Produit
commercial
Racines
mycorhizées

Bac donneur

| I |

effectudes Taux de mycorhization Taux de mycorhization
des tomates des tomates

Figure 17 : Différentes phases, traitements et meses visant a comparer 3 stratégies de mycorhizatioa

un traitement témoin.

La phase 1 différencie les 4 traitements (T1 : #@maor2 : inoculation d’'un produit commercialisébase de
racines mycorhizées, T3 : inoculation de racinesartyizées localement, T4 : mycorhization dans ua ba
associant des oignons pépillium fistulosun)). Les plants de tomates sont ensuite cultivépanLes taux de
mycorhization sont évalués a lissue de la phasegetenination avant tranplantation et 4 semainegsapr
transplantation.

2.3.1 Phase 1: Semis et mycorhization des plants de tomates (3 semaines).
Pour tous les traitements T1, T2 et T3, 9 rangéeRddgraines de tomate débarrassées de leur

enrobage et désinfectées ont été semées.
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Dans le traitement T4, les graines de tomates tins@&mées dans des jardinieres adec
fistulosumen culture depuis deux mois. Les plants d’'oignachetés chez des agriculteurs
locaux, avaient été repiqués en grande densitégiigées de 40 pieds d'oignons) afin de
développer le réseau mycélien a partir de champgmnoycorhiziens indigénes. Le bac avait
été préparé avec une premiere couche de poncelawdted5 cm), une couche de terre de
Riviére Lézarde (10 cm) et & nouveau une couchgodee autoclavée (5 cm). Ce dispositif
pauvre en matiére nutritive permet de favoriser diéveloppement des champignons
mycorhiziens. Il est inspiré des méthodes de primlucde champignons mycorhiziens a
grande échelle (ljdo et al. 2011). Apres deux rdeisulture, une rangée d’oignons sur deux a
été prélevée délicatement pour ne pas abimer éauésycélien et des graines de tomates
désinfectées ont été semées dans une fine banderrdau autoclavé pour garantir la
germination(Figure 18.

— —— 1rangée d'oignons sur 2 enlevée pour
planter les graines de tomates

Figure 18 : Dispositif de mycorhization des tomatesn association avedllium fistulosum (oignons péyi)
dans des « bacs donneur ».

Les plants d’oignons péyi, achetés chez des atgimsl locaux, sont repiqués en grande densitéaiigées de
40 pieds d'oignons) afin de développer un réseacétign a partir de champignons mycorhiziens indégedu
sol de Riviere Lézarde. Aprés deux mois de cultune, rangée d'oignons sur deux est prélevée déleit et
des graines de tomates désinfectées sont seméeartafine bande de terreau autoclavé.

2.3.2 Phase 2 : Suivi de la mycorhization aprés transplantation (4 semaines).
La deuxieme phase de I'essai a pour objectif digarala mycorhization aprés transplantation.
A l'issue de la phase 1, les tomates avaient unbneme vraies feuilles variant entre 2 et 4 en

68



Partie 2 : Conception innovante de systemes de cultures bioprotégés

fonction des plants. Pour les traitements T1, T23®tdans chaque bac 10 plants de tomates
ont été prélevés aléatoirement et les racines @nta@ipées, lavées afin de déterminer leur
taux de mycorhization. Pour T4, pour chacun desa@sb15 plants de tomates ont été
préleves.

60 plants de tomates par traitement ont été trantgs dans des pots individuels de 9x9x9,5
cm contenant 350g du méme mélange sol naturel &trsau autoclavé 2/3:1/3 et placés sur
un fond de pouzzolane afin de favoriser le draindgd'eau d’irrigation.Pour chacun des 4
traitements, 6 répétitions de 10 pots placés e lant été disposées aléatoirement sur quatre
tables dans la serre.

A la fin de cette période, les plants de tomatesest 7 semaines et les stades de croissance
variaient entre 6 et 10 vraies feuilles, mais @dison n’avait pas encore commencée. Les
plants ont été déracinés délicatement. Les ra@ne®té coupées et lavées et réparties en 3
échantillons pour chaque répétition de chaqueetranht pour déterminer leurs taux de
mycorhization.

Pour la phase 1, les plants ont recu un arrosagelés jours et pour la phase 2 les plants ont
été arrosés avec de I'eau de pluie traitée aux &dhdeurs besoins, 3 fois par semaine. Une
solution nutritive pauvre en phosphore a été agpa2tfois par semaine, puis 3 a partir de la

5°™semaine de croissance.

2.3.3 Evaluation du taux de mycorhization des racines

Afin d’évaluer leur taux de mycorhization, les ras sont coupées et nettoyées a I'eau du
robinet. Seules les racines secondaires sont a@eserLes racines sont ensuite éclaircies en
les chauffant au bain marie a 70°C dans une solutibydroxyde de potassium (KOH) a
10% (Philips and Hayman, 1970). Apres les avoré&es a I'eau claire, elles sont colorées en
les chauffant a nouveau dans une solution d’enarkelP et d’acide acétique a 5% (Vierheilig
et al. 1998). Les racines sont a nouveau rincées rpises entre lame et lamelle pour les
observer au microscope. La colonisation racinaae Ips champignons mycorhiziens est
déterminée par la méthode des intersections déy@&opar McGonigle et al. (1990). Elle
permet de distinguer la colonisation par les hypleesolonisation par les arbuscules, et celle
par les vésicules. Les fragments de racines smméal parallelement au grand axe de la lame
et observés au grossissement 200X. Un oculaire rifjéa@st utilisé pour ces lignes
d’intersection avec la racine. Chaque intersectast observée et comptabilisée selon

différentes catégories : « négatif », dans le easurune structure fongique n’est observée,
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« hyphes seuls », « arbuscule », « vésicule ».dl@nisation arbusculaire et la colonisation
par les vésicules sont obtenues en divisant le nomatbal d’arbuscules et de vésicules par le
nombre total d’intersections observées. La coladimsgar les hyphes est calculée a partir des
intersections non-négatives. Au moins 150 intergestpar échantillon sont observées par
cette méthode, soit I'équivalent de deux lames dmascope par échantillon. Le taux de
mycorhization s’exprime en pourcentage moyen derisation des racines par les hyphes,

par les vésicules et par les arbuscules (Figure 19)

hyphe

vesicule

1
|

arbuscule

Figure 19 : Différentes structures des champignonsiycorhiziens a arbuscules observées sur racines de
tomate

Hyphes, arbuscules et vésicules aprés décoloratiooloration des racines a I'encre bleue.
Les taux de mycorhization ont été déterminés surdeines :
- de tomates
o apres la phase de mycorhization de 3 semaineddfphase 1),
o 4 semaines apres transplantation (fin de phase 2).
- d'A. fistulosum
o achetées aupres d'un agriculteur et dont les radmagches ont été coupées et
mélangées a la terre pour le traitement T3.
o dans les «bacs donneurs » pour le traitement Tid.c& plants, le taux de
mycorhization a été déterminé au moment du sensigaieates et au moment

de la transplantation.

2.4  Analyses statistiques

Les données de pourcentage de mycorhization onttratésformées avec la fonction

arcsin /p/100 du logiciel R. Cette transformation est approppéar les données obtenues

a partir de comptage et exprimées en pourcentafie permet d’obtenir une distribution
normale. A l'aide du logiciel R, des analyses dearees (ANOVA) a 1 et 2 facteurs ont été

réalisées sur les données de taux de mycorhizatiorde vérifier s’il y avait des différences
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significatives entre les différents traitementsrdguie c’était le cas des tests de Tukey ont été

appligués.

3 Résultats

Les taux de mycorhization des tomates avant tranggion et aprés 4 semaines en pot ainsi

que les taux de mycorhization des oignons ont\&kiés.

3.1 Mycorhization des tomates avant transplantation
Les trois types de colonisation ont été testés descanalyses de variances (ANOVA). Les
tests de normalité et d’homogeénéité de la variaweles résidus étaient valables pour les
hyphes et les arbuscules, une analyse de variaogeaip donc étre appliguée sur ces
parameétres. Ce n’était par contre pas le cas pocwlbnisation par les vésicules mais un test
non paramétrique (Kruskal Wallis) a montré qu’iy rdvait pas de différence significative
entre les différents traitements. Les résultats poFsentés dans la Figure 20. Des différences
significatives entre les différents traitementsipes taux de colonisation par les hyphes et les
arbuscules ont été observées.
Les plants de tomate ayant germé et poussé peBdsemaines dans les bacs donneur en
association aveA. fistulosumen culture (T4) présentent les taux de mycortonakes plus
élevés que ce soit en ce qui concerne les hyphéss@rbuscules en comparaison avec des 3
autres traitements. La colonisation par les hygstda plus élevée avec en moyenne 26% (+
4%) et est significativement différente du témolii) (& 5% d'apres le test de Tukey, p-
value < 0,01). La colonisation par les arbusculearpl4 est de 12% (x 2%), elle est
significativement différente de celle du témoin [B15% d’apres le test de Tukey, p-value
<0,01).
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Figure 20 : Taux de mycorhization des tomates 3 setmes aprés germination.

Comparaison de différentes stratégies de mycorbizadans un mélange sol/terreau autoclavé (Témalans
ce méme mélange avec ajout d’un produit & basacalees mycorhizées disponible dans le commercel(iRro
commercial) ; dans ce méme mélange avec ajout danesa dAllium fistulosum mycorhizées
localement (Racines mycorhizées); dans un bac-dordens lequel des plantsAdlium fistulosunsont cultivés
depuis 2 mois (Bac donneur). Les données corregmbradix moyennes du pourcentage de colonisatiotepar
hyphes, les arbuscules et les vésicules avecresrerstandard. Pour chaque type de colonisatsnmbyennes
suivies des mémes lettres ne sont pas significatwe différentes a p < 0,05 d’aprés le test de Yuke

3.2  Mycorhization des tomates 4 semaines apreés transplantation
Les tests de normalité et d’homogénéité de la meeaur les résidus étaient valables pour les
hyphes et les arbuscules et une analyse de varmoeait donc étre appliquée sur ces
parameétres. Ce n’était par contre pas le cas pocwlbnisation par les vésicules mais un test
non paramétrique (Kruskal Wallis) a montré qu'’iy rdvait pas de différence significative
entre les différents traitements. Pour chaqueetrsnt (T1, T2, T3, T4) il y avait 6
répétitions. Les taux de colonisation par les hgpéieles arbuscules sont significativement
différents entre les différents traitements. Leyemmes de ces valeurs sont présentées dans la
Figure 21. Les taux de mycorhization sont plusé&dersque les tomates ont été semeées dans
les bacs donneurs et en présence de racines loogtashizées, qu’en présence du produit
commercial, ou en sol nu avec une colonisation mogepar les hyphes de 35% dans les
deux cas ; ce qui est significativement plus élgweé le taux de mycorhization du témoin T1
(8% = 3%) (a 5% d’apres le test de Tukey, p-vald@%). La colonisation par les arbuscules
atteint la valeur maximale de 18% (+ 3%) pour le danneur, ce qui est significativement

plus élevé que la colonisation atteinte ou aveténeoin (8% + 2%) (a 5% d’apres le test de
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Tukey, p-value <0,01); aucune différence signifi@tn’est trouvée entre le traitement
racines mycorhizées et le bac donneur en fin desgpta Il n'y a pas de différence

significative entre les traitements pour la colatin par les vésicules.
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b b i Hyphes
20 A I a I u Arbuscules
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Taux de colonisation des racines (%)

Témoin Produit Racines Bac donneur
commercial mycorhizées

Figure 21 : Taux de mycorhization des tomates 4 setimes apres transplantation.

Comparaison de différentes stratégies de mycorbizatdans un mélange sol/terreau autoclavé (Témalans
ce méme mélange avec ajout d’'un produit a basaaees mycorhizées disponible dans le commercel(iro
commercial) ; dans ce méme mélange avec ajout danesm dAllium fistulosum mycorhizées
localement (Racines mycorhizées); dans un bac-dordans lequel des plantsAdlium fistulosunsont cultivés
depuis 2 mois (Bac donneur). Les données corregmbradix moyennes du pourcentage de colonisatiotepar
hyphes, les arbuscules et les vésicules avecresrerstandard. Pour chaque type de colonisatsnmbyennes
suivies des mémes lettres ne sont pas significatwne différentes a p < 0,1 d’apres le test de Tukey

3.3  Mycorhization des tomates avant et aprés transplantation
Pour comparer la mycorhization des tomates avaapeis transplantation une ANOVA a
deux facteurs (Traitement et Phase) a été réalisSetests de normalité et d’homogénéité de
la variance sur les résidus étaient valables, etAMOVA pouvait donc étre appliquée sur
ces parametres pour les trois types de colonisatBglabalement, la mycorhization des
tomates est significativement plus élevée en finptlase 2 qu'en fin de phase 1. La
colonisation par les hyphes du traitement racingsonmizées localement (T3) avec en
moyenne 9% (+ 1%) en fin de phase 1 est signifieatient différente au seuil de 5% d’aprés
le test de Tukey, de celle obtenue en fin de plag85% + 8%). De méme pour la
colonisation par les vésicules, avec aucune vésiobkervée en fin de phase 1, et une

colonisation moyenne de 8% (x 3%) en fin de phas€dhcernant les autres traitements,
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aucune différence significative n’a été trouvéertat apres transplantation (d’aprés le test

de Tukey au seuil de 5%).

3.4  Mycorhization d’A. fistulosum
Dans les traitements T3, les racine&liim fistulosunmélangées au sol naturel et au terreau
présentaient un taux de colonisation de 44% pahyebes, 20% par les arbuscules et 12%
par les vésicules. Les taux de mycorhizatioA. distulosumdans les bacs donneurs sont de
54% par les hyphes, 19% par les arbuscules et 2% guaesicules. Le taux de mycorhization
d’A. fistulosumen T3 n’est pas significativement différent duxtale mycorhization en T4
pour les hyphes et les arbuscules.
Au cours de la phase 1, le taux de mycorhizatiok. distulosumdans le bac donneur a
augmenté, mais les résultats d'une ANOVA montrené ges difféerences ne sont pas
significatives. Ces valeurs restent supérieurestaux de mycorhization des tomates (35%
pour les tomates en T4).
Une ANOVA a un facteur (traitement) sur les 6 répméts disponibles pour chaque
traitement montre que : i) la mycorhization desdtes dans le bac donneur obtenue aprés 3
semaines (fin de la phase 1), ii) celle des tomat@ant passé eégalement 3 semaines dans le
bac donneur puis 4 semaines en pot individuel,iii)etelle des tomates ayant passées 7
semaines dans le bac donneur, ne sont pas saiviéiment différentes.

4 Discussion

Au regard des résultats obtenus, les différentaségfies de mycorhization sont discutées sur

un plan biotechnique et sur un plan socio-technique

4.1 Eléments biotechniques
Nos résultats montrent que I'effet donneur d’'urenpd mycorhizotrophe, démontré jusqu’ici
in vitro (Voets et al. 2009) peut étre mis en ceunrgitu. L'association de la tomateAdlium
fistulosum préalablement planté pour développer un réseauonrnigien a partir de
champignons mycorhiziens indigenes permet une a@ban rapide et précoce des plantules
de tomates. L'inoculation de racines mycorhizéesleEment conduit a une colonisation plus

lente des tomates qui atteint cependant le mémee alld grandeur 4 semaines apres

74



Partie 2 : Conception innovante de systemes de cultures bioprotégés

transplantation. Ces résultats confortent les ta@tsubntérieurs de Voets et al. (2005, 2009)
qui avait déja souligné sur un dispositifvitro I'accélération de la colonisation par les CMA
par du mycélium actif développé sur des plantesantes. Dans nos conditions
expérimentales i) les graines de tomate seméesldagseau mycélien actif développé par
Allium fistulosumsont mycorhizées plus rapidement que lorsqu'dlmst associées a des
racines mycorhizées par des souches locales owlttons ii) mycorhizer a partir de
souches indigénes est plus efficace qu’a partin @mendement vendu dans le commerce a
base de racines mycorhizées par des CMA exogemsstadsultats soulignent la nécessité de
tenir compte des souches de champignons mycorkinieligénes (Ndoye et al. 2013), voire
de les exploiter (Douds et al. 2005, 2006, 201&llgBrino et al. 2011)

L’effet donneur peut s’expliquer par une augmeatatrapide de la colonisation liée au
nombre élevé d’hyphes et a leur capacité a se gesgaen au dela des racines de leur hote
afin de coloniser de nouvelles racines. Dans lgecag I'inoculation par des propagules
(spores, frangments hyphes ou de racines mycos)iz&déemps nécessaire a la germination
et a l'interaction avec les racines avant coloiosaest plus élévé (Voets et al. 2009). Ceci
conforte le résultat trouvé dans le cas de noagement bac-donneur. Les taux élevés de
colonisation par les hyphes et les arbusculés fistulosumau moment du semis des tomates
dans le bac donneur (respectivement 54 et 19%)ntissant la présence d'un réseau
mycélien fortement développé méme si ce réseau p&s accessible a la mesure. Cette
colonisation rapide par les champignons mycorhgieles la germination, présente des
avantages considérables puisque les nombreux sergg’ils fournissent a la plante (en
particulier une meilleure nutrition, et une biomaion contre les agents pathogenes) seront
garantis des le semis de la plante, et plus pdé&rement au moment de la transplantation ou
les plantes sont particulierement vulnérables.

Les souches indigenes se multiplient potentiellémarins rapidement que certaines souches
de collection sélectionnées pour leur capacitéodymtive mais elles sont mieux adaptées aux
propriétés du sol d'ou elles proviennent, ce qudspnte un avantage certain pour leur
pérennité (Plenchette et al. 2005). Verbruggen. ¢2@12) ont identifié 3 facteurs principaux
déterminant le succes de l'inoculation de CMA d&ess sols. Il s’agit tout d’abord de la
compatibilité des espéces introduites par rappoxtanditions agricoles locales, ensuite de
la disponibilité ou non de niches d’habitat powwr GMA exogénes et finalement de questions
de compétitivité vis-a-vis des communautés micnofés déja installées sur place ayant

souvent une place prioritaire dans I'ecosystemesidéné. Ces facteurs de succes sont de fait
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assurés par la stratégie de mycorhization de nsakitin de souches indigénes évaluée dans le
cadre de ce travail.

Des échantillons de sol et de racines du bac denrdiu traitement avec le produit
commercial et celui avec les racines mycorhizéeslés ont été prélevés pour déterminer les
souches de CMA présentes. Il existe des techniquaéculaires et morphologiques mais
elles sont encore difficiles a mettre en ceuvreeatahdent une grande expertise (Dalpé et al.
2005). Les échantillons ont donc été envoyes aiVéisité Catholique de Louvain pour étre
analysés au sein de l'unité de mycologie. Les tétsuh’ont pas encore pu étre obtenus mais
il sera en particulier intéressant de voir si lesiches du traitement avec les racineA. d’
fistulosumachetés chez un agriculteur local, sont les mémescelles présentes dans le sol
du bac donneur.

Le bac donneur présente I'avantage de permettremye®rhization rapide et élevée des
tomates mais il posséde des limites quant a sa emnseeuvre. Un dispositif optimisé
permettant de faciliter la transplantation a été em ceuvre I'année suivante. L'efficacité de
I'effet donneur a été confirmé (rapport de stagge®n 2014). Ce type de dispositif est plus
facilement envisageable dans des petites explmitgu la main d’ceuvre est plus abondante,
telles que celles rencontrées dans le cadre detile pgriculture familiale dans de nombreux
pays du sud (Douds et al. 2005).

Le risque de multiplication de bioagresseurs damsbac est a prendre en compte
impérativement dans le choix des plantes donne@esisque est la limite principale de
toutes méthodes de multiplication de CNtAvivo (Schwartz et al. 2006, ljdo et al. 2011).
Dans notre cas d’étude, I'utilisation de plantesankizotrophes aux propriétés assainissantes
vis-a-vis du principal agent pathogene dans leecdatmartiniquaisA. fistulosumlimite ce
risque.

La stimulation des CMA indigénes via /lintroductioen association de plantes
mycorhizotrophes telles g&:. fistulosunmise en avant dans cet essai, differe totalemesnt d
stratégies de mycorhization proposées aux agriggltactuellement. Si elle était rendue
opérationnelle, elle permettrait aux pépiniéristes aux agriculteurs de mycorhizer
précocement leurs plant€ette stratégie offrirait de nombreux avantages@cuques et
écologiques, i) en contribuant a une indépendante & vis d'intrants produits
industriellement. ii) en évitant les problemes dempétition entre espéces indigénes et
exogenes ; le choix de la plante mycorhizotropharnadt par ailleurs s’appuyer sur d’autres
propriétés beénéfiques (propriété assainissante gxample). La mycorhization des la

germination pourrait garantir une meilleure biopabion vis-a-vis d’agents pathogénes.
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hY

Cette stratégie demande a étre optimisée, tout remapt en compte le risque de
multiplication des bioagresseurka mise en ceuvre et I'optimisation de cette stiatég
innovante doit mobiliser des dynamiques d’appreatie de la part des agriculteurs qui
devront changer certaines de leurs pratiques &dlec de I'exploitation agricole. Ce
changement est associé a une prise de risque kapiizs difficile a accepter qu’aucun
résultat ne peut étre garanti. En effet, la myaation contribue a améliorer les performances
d’'un systeme de culture dans son ensemble maissit pas possible d’évaluer son efficacité
indépendamment de celle des autres processus iEpm@egassociés. L'appropriation de la
mycorhization représente ainsi un enjeu majeur ptaptissage collectif. Pour analyser les
freins au développement de cette stratégie et netaore des trajectoires d’'innovation avec
les acteurs locaux, un partenariat entre 'unitd RS (AgroSystemes Tropicaux) de I'INRA,
I'Université des Antilles (Valérie Angeon) et de Hgédération Régionale de Défense contre
les Organismes Nuisibles de la Martinique (FREDGAN), anime un réseau d’agriculteurs
agro-biologiques a été établi (chapitre 111.2). pig¢alable une analyse des déterminants socio-
techniques qui portent les innovations liées a donsation de la mycorhization est

nécessaire.

4.2 Eléments socio-techniques

Actuellement, la commercialisation et ['utilisatiafes mycorhizes s'effectuent dans un
contexte d’'incertitude. En effet, peu d'informas@ont présentées aux agriculteurs quant a la
qualité sanitaire, la viabilité, l'infectiosité é&efficacité des produits commercialisés. Des
méthodes de tracabilité des CMA inoculés, comnimteoding moléculaire (ljdo et al. 2011)
sont encore en développement. Par conséquent, mmmeides taux de survie des CMA
inoculés, tout autant que leur potentiel invasi€hiBartz et al. 2006). Dans ce contexte
d’incertitude sur les risques associés a I'usagedula exogénes, il est intéressant d’étudier
la facon dont les acteurs de la filiere se positéart sur chacun des types de stratégies :
inoculation versus mobilisation de réseaux indigeme&sentées préalablement sous un angle
bio-technique.

L’analyse des interactions entre les differentewarst utilisateurs de mycorhizes (agriculteurs,
industriels, chercheurs, distributeurs, prescrigepouvoirs publics) a permis de décrire le
régime socio-technique (Gells et Schot 2007) an deguel se tissent ces relations. Une
carte représentant les flux (flux d’'information, ™atiere (ie souches) et flux financiers) entre

acteurs (Chave et al. 2012), a été renseignée ta gantretiens reprenant ainsi un des

77



Partie 2 : Conception innovante de systemes de cultures bioprotégés

éléments de la méthodologie de Vanloqueren et R26£9) pour étudier les déterminants
des systémes socio-techniques (cf. Annexe 1). tatéglie d’inoculation de souches de
collection constitue le régime dominant alors cueadlorisation de souches indigenes est une
innovation de rupture (Angeon et Chave 2014). Eetefbien qu’il y ait consensus de la part
des chercheurs sur le bien-fondé de l'usage des @Myenes comme stratégie innovante
alternative a l'inoculation (Douds et al. 2005, IBglino et al. 2011), l'inoculation de
propagules demeure la seule technique proposéagtioulteurs a ce jour. Les différentes
especes et souches de CMA sont échantillonnéesein@es et étudiées sur plantes, racines
transformées ou par cryoconsevation au sein dedtiwhs internationales hébergées par des
laboratoires de recherche. Les souches qui onikgileures capacités reproductives font
'objet de partenariat avec des entreprises privg@gesir leur production et leur
commercialisation (Gianinazzi et Votsaka 2004)filiare de production d’inocula comprend
ainsi un faible nombre de producteurs (les princxpaffreurs sont situés au Canada, en
Europe et en Inde) qui concentrent les intérétschaands et imposent cette stratégie de
diffusion. L’inoculation est prénée sous-couvemirte argumentation pro-environnementale,
alors que les risques écologiques liés a lintrtidncde ces inocula importés ne sont pas
évalués. Ainsi la stratégie d’'inoculation de myénes provenant de souches de collection
consiste a remplacer des intrants chimiques (fatits et produits phytosanitaires) par des
intrants biologiques sans changement important ptasiques ni remise en question du
systeme de culture. Les intrants sont dans les daspproduits par des acteurs industriels et
ils sont congus de facon a ce que les itinéra@esniques soient standardisés quelque soit les
cultures et les types de sol. Les projets de rebleerde promotion et d’application des
solutions que cette filiere propose, restent damsméme logique que celles utilisées
précédemment. Cette stratégie d’'innovation n’emérgdbas de rupture avec la trajectoire
technologique dominante. Elle correspond a uneotogisation faible » de l'agriculture
définie comme la mise en ceuvre de bonne pratigissstva améliorer I'efficience des
intrants ou a en réduire les impacts environnenuent@uru et al. 2014). La mobilisation de
réseaux de mycorhizes indigenes invite, quantey allune reconfiguration des systemes de
culture et a un changement de paradigme. La nat@&me des innovations qu’elle pourra
produire est indéterminée. Elle pourra consistenrulispositif permettant a I'agriculteur de
multiplier on farmles mycorhizes, ou bien en un ensemble de pratiguesgttre en ceuvre
pour préserver et développer les réseaux de mymsriians le sol. La mise en ceuvre de ce
type d’innovation basée sur la valorisation de isesrintrants rendus par la biodiversite,

végétale et microbienne dans notre cas d'étudesait dans une « écologisation profonde de
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I'agriculture » (Duru et al. 2014). La gouvernarte ce type de trajectoire d’'innovation au
sein des systemes d’innovation agricole est cregalr le développement de I'agroécologie
afin de lever verrouillages cognitifs et socio-teicjues (cf. chapitres Ill.1 et 1.2 de cette

these).
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Vers une complémentarité entre processus biopratect

Les travaux présentés dans le chapitre précédentmamtré quA. fistulosum pouvait
contribuer a mobiliser des champignons mycorhizieasirellement présents dans les sols
pour une mycorhization précoce de la tomate. DansHapitre suivant, l'effet de la
mycorhization sur l'incidence du flétrissement Igaien a été étudié en conditions controlées,
dans une perspective de complémentarité avec d&audrocessus bioprotecteurs. Les
méthodologies développées par le laboratoire deologe de I'Université Catholique de
Louvain (UCL) ont été mises en ceuvre en Martinigtéee a une formation que j'ai pu suivre
au CESAMM dirigé par Stéphane Declerck, & l'université Chgjue de Louvain (UCL)
(International Training onn vitro culture of Arbuscular Mycorrhizal Fungi) et au co-
encadrement et a l'accueil pour 3 mois chacun deagiaires de master 2 de I'UCL :
Sébastien Pierre, Patrice Crozilhac et Florine ¥¢itditz. Une partie de nos résultats est
présentée dans le chapitre suivant. Pour des mis@thodologiques (faible croissarioe
vitro) A. fistulosumn’a pas été retenue comme plante donnéDsspectabilisautre plante

potentiellement mycorhizotrophe et assainissagte gvaluée.

2 CESAMM : Center of Studiy on Arbuscular Mycorrhiza Monoxenics
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[I.2 L’association de plantes mycorhizotrophes et
assainissantes augmente la mycorhization et diminue

I'incidence du flétrissement bactérien de la tomate

Chave M, Crozilhac P, Wildschutz F, Deberdt P, Phokoff K, Ozier-Lafontaine H,
Declerck S (2015 rotalaria spectabilisand Rhizophagus irregularisUCL 41833 reduce

tomato bacterial wilt incidence under in vitro culture conditions. En cours de rédaction

D’apres les travaux de stage de Master 2 de Pdfioeilhac (2013) et Florine Wildschutz
(2014), Université Catholique de Louvain.

Key words: bacterial wilt arbuscular mycorrhizal fungi, agroecological engneg,

biocontrol, rhizosphere

Abstract

Mobilizing soil beneficial biotic interactions offéargely unexplored potential to biocontrol
soil pests, which cause more than 10% of worldwidg lossesRalstonia solanacearurthe
bacterial wilt agent, is one of the world's mospartant phytopathogenic bacteria due to its
lethality, persistence in soil, wide host range dnwdad geographic distribution. Actual
management strategies show major limits espedmlMartinique, French West Indies, were
an emerging population extremely aggressive isobutontrol. One promising approach is
intercropping crops with strong ability to both s&e chemicals and recruit beneficial
microorganisms in mixed cropping systems. Here,reyort, for the first time on tomato
grown under in vitro culture conditions, on theeiraiction betweelrotalaria spectabilisan
AMF (Rhizophagus irregularisMUCL 41833) and bacterial wilt, caused ltye highly
virulent R. solanacearunstrain CFBP6783 belonging to the emerging populagibylotype
[IB/ANPB. Three modalities of interaction were assessed miatw bacterial wilt incidence: i)
association ofC. spectabiliswith tomato in close proximity, iiC. spectabilisas a potential
donorplant to premycorrhize tomato plantlets, K) irregularisMUCL 41833 bioprotective
effect. We showed that in closed association (dest®ts) with C. spectabilis tomato
plantlets could outcompeR. solanacearumnthe percentage of disease incidence was reduced
of 88%. MoreovelC. spectabilisused for the first time as an AMF-donor plantyeleped a

dense mycorrhizal networks and allowed mycorrhiwatf tomato seedlings at their early
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stage of development. In the pre-mycorrhized tomaltmts, the percentage of disease
incidence was reduced of 20%. These results unéethe interest of the novel in vitro
cultivation system as a promising tool to invedegand optimize the biocontrol conferred by
complex interactions betwedd. spectabilisand AMF to a major root pathogen of tomato.
Intercropping allelopathic mycorrhizal plants ipping systems may mobilize and maintain
complementary bioprotective processes. Harnesdsotg interactions via soil biodiversity
management is an innovative way to achieve pesigraioand crop yield in a sustainable

manner.

82



Partie 2 : Conception innovante de systemes de cultures bioprotégés

1 Introduction

1.1 Agroecological engineering to biocontrol soil pests
While wordwide crop losses of 10% are due to sefitp (Raaijmakers et al. 2009), current
plant protection strategies have their limitatioats present. Breeding has to face the
continuous emergence of new pathogenic races asiitides do not always result in the
desired effect, in addition to harming the enviremiin some cases. One promising approach
is to encourage agroecological engineering appesattased on ecological interactions to
reduce soil pest damages. Although mobilizing dmheficial biotic interactions offers
largely unexplored potential, limited success dk thpproach in field applications raises
questions as to how this might be best accomplishied soil is a complex environment and
soil microbial biodiversity can only be managed iiadtly (Brussaard et al. 2007).
Agroecological engineering approaches promote Mmalttional agricultural practices
harnessing different bioprotection processes saangagonism, biocidal interactions or plant
defense induction (Chave et al. 201A% plants develop self-protection by inhibiting Isoi
pests or by favoring protective microorganismsrodticing plant biodiversity in cropping
systems is a way to manage belowground interactem$ design disease-suppressive
agroecosystems. Intercropping crops with both dseappressive effect and beneficial

microorganisms recruitment ability is a key issue.

1.2  Ralstonia solanacearum

Bacterial wilt is one of the most important plamehse caused by phytopathogenic bacteria
(Kelman, 1998) because of its extensive host raitgeworldwide distribution and its
destructive economic impact. It is also a model $twdying how bacteria cause plant
diseases, especially molecular mecanisms of imie@nd ability to colonize and reorient the
physiology of its hosts, for almost 60 years (Den2@06). Caused by a soil-born bacterial
plant pathogenRalstonia solanacearun{Smith et al. 1995), bacterial wilt is widely
distributed in tropical, subtropical and some wademperate regions of the world (Hayward
1991). Race 3 biovar 2 is cold tolerant and classias a quarantine pathogen in Europe.
Moreover, this biovar has been listed as a SelgenAin the Agriculture Bioterrorism Act of
2002 in the USAR. solanacearunaffects over two hundred species among which many
economically important hosts including tobacco, am eggplant, pepper, potato and peanut

(Buddenhagen and Kelman 1964). Infectiakes place in three phases. The first phase
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consists in the recognition of the exsudates ofHuamts by the membrane receptors of the
bacteria (Yao et Allen 2006). Then the bacteriaepertes in the intercellular spaces of the
cortex root and invade xylem vessels. The thirdspheonsists in the multiplication and
propagation of the pathogen within the plant inxiiem vessels. With the cell concentration
increasing, virulence genes are expressed and élie lsecome nonmotile and secrete
exopolysaccharides and pectin-degrading enzymaginig to the death of the plant (Saile et
al. 1997). R. solanacearunis extremely genetically and phenotypically divens&ich
increases the difficulties for its sustainable coinfLebeau et al. 2010). Moreover Grey and
Steck (2001) showed that this bacterium may emtea viable but nonculturable state and
therefore be involved in long-term survival eventhe absence of host plants, which could
explain the persistent nature of its infections.

Actual R. solanacearunmanagement strategies show major limits. The @isstn@micals in
controlling the wilt is hardly successful (Chenadt 2013). Moreover, although the use of
resistant cultivars is a viable option, the ocaueeeand development of new pathogenic races
is a continuous problem. In Martinique (French Whsties), bacterial wilt is affecting
solanaceous crops (and more specifically tomatotplasince the 1960s. In 1999, new strains
appeared whose hosts included members of the éamucurbitaceae and Anthurium. A
highly virulent R. solanacearunstrain CFBP6783 belonging to the emerging popafati
phylotype 1IB/4NPB was identified (Wicker et al. @0. No source of resistance has been
identified so far in tomato although a worldwidellection of genetic ressources used as
sources of resistaneeas assessdtlebeau et al. 2011).

One promising approach is to encourage agroeca@bgianagement to biocontrol bacterial
wilt by implementing rotation or intercropping adrstizing plants (Michel et al. 1996, Michel
et al. 1997, Yu et al. 1999, Adebayo et al. 200&h&dt et al. 2014) or inoculating biological
control agents mainly rhizobacteria (Anith et @02, Ding et al. 2013; Hase et al. 2008;
Irkiin et al. 2006, Lemessa et al. 2007, Lwin et 2006, Nguyen et al., 2010; Tan et al.
2013; Wei et al. 2013; Xue et al. 2013) or arblescoycorrhizal fungi (AMF) (Taiwo et al.
2007; Tahat et al. 2008; Zhu and Yao 2004). Destite efficiency demonstrated in
controlled conditions, the full potential for thélization of these natural allies in fields has
not been achieved. The prerequisite for an effecéimd reliable application of biological
control agents is the continuous confirmation ohist activity but monitoring microbial

inoculants in fields is still an issue.

1.3  Plant species Diversity
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To overcome the limitations of conventional proi&ct strategies, many agroecological
practices such as soil amendments and plant spdigiEsity have been assessed. Mobilizing
a single control process is often ineffective. tesign of disease-suppressive systems has to
be based on the mobilization of combined ecologitatesses by multi-functional practices.
The sustainable mobilization of these processes. (antagonism, biocidal interactions or
plant defense induction) is crucial. Boudreau (90&8iewed 206 studies comparing disease
in monocropping and intercropping systems. Intgpnog reduced disease by 86% for rots
and wilts, 100% for bacteria.

Identification and integration in cropping systeofsstrongly interacting species that both
exude allelopathic compounds and recruit benefimaroorganisms opens new paths to
manage soil-borne disease for the following or @ssed crop (Chave et al. 2014).
Contributing to the reintroduction of biodiversiity cultivated plots, it becomes possible to
stimulate ecological processes via mixed croppingatations, through the activation of
many mechanisms that can act directly or indire¢figdink and al. (2010) who reviewed 36
publications on crop protection in mixed croppingstems, highlighted that allelopathy
(Inderjit 1999) and antagonism should be better aged to optimize disease-suppressive

effects.

1.4 Crotalaria spectabilis
Crotalaria species seem to have a number of désiagiicultural characteristics thstiggest
that they have a potential to be used as coveerice crops (Fischler et al. 1999). The
cultivation of someCrotalaria species as cover crop for direct seeding or imes; or as
organic soil amendment, can reduce or even cosbwle soil-borne pests, especially root-
knot nematodes (Wang et al. 2002). Patterns vdrgddleen crotalarias, possibly involving
allelopathic principles called direct control (bides) or indirect (stimulation of food webs),
in various soil, climate and experimental settinggh sometimes contradictory results
(L’Etang 2012).Crotalaria spp. could be used as pre-crops for providingrgreanure while
at the same time decreasing the level of detrinher@matodes and increasing the level of
beneficial arbuscular mycorrhizal fungi (GermanidarPlenchette 2004)Crotalaria
spectabilisused as a previous crop before tomato grown ia pontributes to a reduction of
60% of disease incidence (Deberdt et al. 2014).dviizal dependency @&. spectabilisvas
confirmed by several studies.
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1.5 AM fungi bioprotection
Among beneficial soil microorganisms, arbuscularcorhizal fungi constitutes a key
functional group that can greatly contribute to roye plant performances and soil health
making them essential for the sustainable manageofegricultural ecosystems (Gianinazzi
et al. 2010) Of particular interest is the potential of AM funp provide bioprotection
against many soil-borne pathogens (VeresogloulégRR011). This property is the outcome
of complex interactions between plant, pathogenAividungi and it is plant species and AM
fungal isolate specific (Azcon-Aguilar and Bare®19Harrier and Watson, 2004). Although
tomato is not highly responsive to AM fungi in teyof plant growth (Smith and Read 2008
it clearly benefits from mycorrhization when chaljed by root pathogens. AMF
bioprotective effect was shown on bacterRseudomonas syringagGarcia-Garrido &
Ocampo 1989)Ralstonia solanacearuifZzhu & Yao 2004); fungiAlternaria solani(Fritz et
al. 2006);Fusarium oxysporum f. sp. radicis-lycopergibiatnoff et al. 1995; Akkopru and
Demir 2005; Utkhede 2006; Ren et al. 201Bhizoctonia solani(Berta et al. 2005),
oomycetesPhytophthora nicotianaéCordier et al. 1996; Lousianne et al, 2010; Trettal.
2006) and nematodedeloidogyne incognita(Diedhiou et al. 2003; Vos et al. 2013). Root
colonisation by AM fungi can largely reduce roofeiction and disease severity caused by
these pathogens as compared with pathogen-infexd@dmycorrhizal plants. Promising
results on the use of AM fungi for bioprotectiontomato againdR. solanacearurhave been
reported under different trials in controlled cdmais (Zhu and Yao 2004). Experimental
results obviously indicated that inoculation withBlomus versiformeinhibited the R.

solanacearunpopulation, either in the rhizosphere, on the saoface and even in the xylem.

In the present study we report for the first time tomato grown under in vitro culture
conditions, on the interaction betweé&h spectabilis an AMF, Rhizophagus irregularis
MUCL 41833 and bacterial wilt, caused by the higkiyulent R. solanacearunstrain
CFBP6783 belonging to the emerging population piypke 11B/4ANPB.Crotalaria spectabilis
ability to reduce bacterial wilt directly and indatly by the mobilization of AM fungi was
assessed through three modalities of interactionvdmn C. spectabilisand tomato: i)
association o€C. spectabilisvith tomato (nested roots), iiJ. spectabilisas a potential donor

plant to premycorrhize tomato plantlets, iii) assesnt ofR. irregularisMUCL 41833 effect.
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2 Material and methods

2.1 Plant material
Seeds of tomatdsolanum lycopersicumar. Heatmaster were supplied by Seminis (USA).
The tomato Heatmaster was previously resistaR &olanacearuniut it is not any more,
since the emergence of the extremely aggressiasm <iFBP6783 (Deberdt et al. 2012). The
seeds were surface sterilized with sodium hypoakI@¢8% active chloride) for 15 min, then
rinsed 3 times during 15 min with deionized steet water (121° for 21 min). After surface
disinfection, the seeds were plated in Petri plé@8smm diam.) filled with 35 ml of Modified
Strullu Romand (MSR) with sucrose medium (Decleetkal. 1998, modified from Strullu
and Romand 1986) and incubated in the dark in wthrchamber at 24°C. Seeds germinated
within 2-3 days and seedlings were ready to uss dftlays.
Seeds ofCrotalaria spectabilisvere supplied by Wolfseeds (Brazil). The seedsvgerface-
sterilized, germinated, and incubated as descrjlrestiously for tomato seeds. Seedlings
were ready to insert in petri dishes and to coatelio the mycorrhizal donor plant (MDP) 6

days after germination (cf. second part of thislgfu

2.2  Bacterial agent
The highly virulentR. solanacearunstrain CFBP6783 belonging to the emerging poputati
phylotype IIB/4ANPB is used (Wicker et al. 2007). fir@pare the inoculum, a single colony of
the isolate is grown on casamino acid peptone gkiecoedium for 48h at 28°C. Bacteria is
suspended in sterile distilled water, and cell dgnis adjusted to 10 CFU/ml using a
spectrophotometer (Deberdt et al. 2012).

2.3 Arbuscular mycorrhizal fungus
A strain ofRhizophagus irregulari¢Schifiler et al. 2001) Schenck and Smtih MUCL 8183
grown in a MDP system (Gallou et al. 2010) witledicago truncatulaGaertn. cv. Jemalong
Al7 (SARDI, Australia), as donor plant was purcltaé®m CESAMM (BCCM/MUCL,
Microbiology unit, Université catholique de LouvaiBelgium). The strain was subsequently
sub—cultured following the method described in Qakt al. (2010).

2.4  Invitro culture systems

The autotrophic in vitro cultivation system offerdiighly controlled system to investigate the
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implication of mechanisms involved in the biocoht(Declerck et al. 2012). Roots are
associated with inoculated microorganisms (AMF athpgens) in petri dishes without
external contamination whildne aerial part of the plant develops in the ogeii\@ets et al.
2005).

Seedlings were inserted in petri dishes filled vidghml of Modified Strullu Romand (MSR)
with sucrose medium (Declerck et al. 1998 modifieam Strullu and Romand 1986) after
germination. After the fourth week after the impttation of the plantlets in petri dishes,

40mL of MSR medium without sucrose nor vitamineseradded every week.

2.5 Experimental set-up

Three experimentations were implemented:

2.5.1 The effect of C.spectabilis close-associated with tomato on bacterial wilt incidence

The biocontrol effect o€ spectabilisassociated with tomato on bacterial wilt was as=@s
by growing C. spectabilisand tomato together in petri dishes before indmraof R.
solanacearum Tomato plantlets of 14 days old were transferirecpetri dishes with or
without 45 days oldC. spectabilistCs or without -Cs. Four treatments of twelve damere
assessed: T+Cs+R, T+Cs-R, T-Cs+R, T-Cs-R. +R temasncorrespondto systems
inoculated withR. solanacearumAfter 15 days, in +R treatments, 2000f bacterial solution
at 10 CFU/ml and in —R treatments, 2000f sterile water were added. The solution was
spread uniformly over the entire surface of thehdiBhe dishes were placed in a culture
chamber. Each week 40ml of MSR medium without ssenoor vitamines were added. The
trial was repeated 3 times.

During three weeks after inoculation Rf solanacearunthe percentage of wilted plants was
observed. A test of presence of the pathogen icdhar was carried out on all plants after 3
weeks. The comparison of this measure and of theeptage of wilted plants allow the
calculation of the percentage of colonized sympéssiplants. Colonies of bacteria were
picked from dishes and spread on SMSA medium andcelated on healthy tomato plants.

2.5.2 C. spectabilis AMF-donor effect
C. spectabilisvas used as donor seedlingRofirregularisMUCL 41833 to pre-mycorrhized

tomato planlets in an extraradical mycelium netwdrke MDP (Mycorrhizal Donor Plant)
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system used in the present study for the fast tragkorrhization of tomato plantlets was

adapted from the autotrophic in vitro culture systeveloped by Voets et al. (2005).

Root Compartment (RC)

Hyphal Compartment (HC)

w4

Figure 22. Mycorrhizal Donor Plant system withC. spectabilis
The system consists in two petri dishes in ordorismlate the root compartment (RC) from the hyphal
compartment (HC).

The cover of a 55-mm diameter Petri plate (root gartment (RC)) was introduced in the
base of a 145-mm diameter Petri plate (hyphal cotmgant (HC)) (Figure 22). The RC was
filled with 20-ml MSR medium lacking vitamins andicsose, adjusted to pH 6 before
sterilization (121 °C for 15 min), while the HC edzed 100 ml of the same medium. The RC
was lined to the border of the HC and a small apgi2-mm diam.) was made in the base
and the lid of the 145-mm Petri plates. One 7-day&h spectabilisseedling was transferred
into the RC as in Voets et al. (2009). The plantleis subsequently inoculated with an
approximate of 200 spores of the AMF (Myc+ treattheihe culture plate was then
carefully closed and covered with an opaque pldstg to keep the AMF an@. spectabilis
roots in the dark, while the shoot developed ungletricondition (Voets et al. 2009). The
extraradical mycelium extended into the HC was camag with Medicago truncatula
mycorrhization development.

Tomato plantlets of 14 days old were transferredpatri dishes with 75 days ol@.
spectabilis+tCs+Myc or alone -Cs-Myc. 8 tomato plantlets wassociated per MDP system
(Figure 23).

C. spectabilis
mycorrhizal
donor plant

Tomato
plantlets :
receiver plants

Figure 23. Tomato planlets in an MDP (Mycorrhizal Donor Plant) system.
C. spectabiliss a mycorrhizal donor plant for eight tomato plers
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2.5.3 AMF biocontrol effect on tomato bacterial wilt

Biocontrol effect ofRhizophagus irregularisUCL 41833 on tomato bacterial wilt was
assessed on pre-mycorrhized tomato plantlets taesf individually in petri dishes after 13
days of contact with the extra-radical myceliuntCofspectabilisNon mycorrhized tomatoes
were also transferred individually in petri dish&8.days after the transfer half of +Myc and
-Myc plants were inoculated witR. solanacearumin +R treatments, 2QQ of bacterial
solution at 16 CFU/mI was added while in -R treatments [206f sterile water was added.
The solution is spread uniformly over the entirefare of the dishThe dishes were then
carefully closed and covered with an opaque plds=g to keep the AMF and. spectabilis
and tomato roots in the dark, while the shoot dgwed underlight conditiomn a culture
chamber.

Indeed 4 treatments of 12 plants were assessedcH#R]y+Myc-R, -Myc+R, -Myc-R. The
trial was repeated 3 times.

2.6 Percentage of wilted plants
Disease severity was measured each day after atamul Bacterial wilt incidence was
calculated as the percentage of wilted plants.dagh treatment, the experiments have been
repeated three times with 12 replicates (individpats) in each block. Each plant was
checked separately each day for 3 weeks.
The Area Under the Disease Progress Curve (AUDRSS)also calculated:
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2.7 Intraradical mycorrhizal root colonization
The intraradical root colonization was estimatetrat3 days of contact with the mycelium
network in the hyphal compartment and at the enthefexperimentation. The intraradical
root colonization was estimated according to Mc@tmiet al. (1990), under a dissecting
microscope (200X). Roots of each seedling wereretean 10% KOH at 70°C for 60 min,
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rinsed with distilled water, and stained with aeblink solution (1% HCL, 4% blue ink

(Parker) at 70°C for 60 min (Phillips and Hayma®7Q).

2.8 Statistical analyses
Data analysis was performed with the JIMP softw&#q institute inc., Cary, USA). Data for
percentage of disease, percentage arbusculesatital spores/vesicles, and hyphae and the
total percentage of root colonization were arcgitjR)-transformed prior to analysis. They
were analysed by ANOVA Il mixed model with randoffifeet on plants and Student tests.
Tukey's honestly significant difference was conddcto identify significant differences
(P<0.05) between the treatments.

3 Results

3.1 C. spectabilis close-associated with tomato effect on bacterial
wilt incidence

C. spectabiliswhen close-associated with tomato showed an irapbtiiocontrol effect on
tomato bacterial wilt incidence although coloniaatof tomato plants is high and the bacteria
is still infectious. The experiment compared 4 tmeents of 12 plants T+Cs+R, T+Cs-R, T-
Cs+R, T-Cs-R and was repeated three times. Fipstaly bacterial wilt symptoms were
observed 5 days aft®&. solanacearunmoculation on T-Cs+R treatments and 16 days after
inoculation on tomato plantlets associated WithspectabilisT+Cs+R. The cause of the wilt
was confirmed to b&. solanacearunphylotype IIB/ANPB by isolating the bacteria from
wilted plants on SMSA culture mediumiwo weeks after inoculation, in all treatments many
R. solanacearunCFU were observed on MSR medium and on rootsrdatrments T+Cs,

roots of tomato an@. spectabilisvere nested (Figure 24).

Figure 24 : C. spectabilisand tomato nested roots
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Two weeks after inoculation no tomato associatati @ispectabilisvas wilted (Figure 25).
Three weeks after inoculation all tomato plantswgroalone were wilted confirming the
extreme agressivity of the strain CFBP6783 belagpginthe emerging population phylotype
[IB/ANPB, especially in ourin vitro conditions without any bacterial competition or
soil buffering effect. However only 11+5% of thentatoes associated wit@. spectabilis
wilted. No disease symptom was observedospectabilis

In T+Cs+R treatments, after three weeks the pemgenof colonization was 83+8% in
symptomless tomatoes and 10£7%inspectabilis

Picking bacterial colonies on SMSA medium showsanal development in each treatment.
The virulence of strains was also confirmed by ulattng healthy tomatoes. All plants

inoculated with strains picked from T+Cs+R treattsemilted.

Figure 25. Tomato associated witlC. spectabilisl4 days after inoculation withR. solanacearum
No wilt symptom symptoms was observed.

3.2 (. spectabilis AMF-donor effect
The MDP in vitro culture system developed by Voetsal. (2009) for the fast and
homogenous colonization of photosynthetically activl. truncatula seedlings was
successfully adapted 6. spectabilisin this study. The association in MDP systemCof
spectabilisas a donor plant allows the development of a demgeelium network in the
extraradical hyphal compartment, characterizedhleyproduction of thousands of spores and

a large root colonization in 13 weeks. The sporesiyiced are viable and can be used for the
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colonization of new seedlings and the establishnm#nhew systemsSpores started to
germinate within 7 days after inoculation, and fih& contact points between hyphal tips and
roots were established shortly thereafter. Frorm thoment, the AM extraradical mycelium
developed profusely in the RC. The first hyphae thassed the partition wall were observed
at week 4. As foMedicago truncatulaused by Voets et al. (2009), after 13 weeks, 100%
the surface of the HC was covered by a dense nmyoe(iTable 4). The plants of.
spectabilisshowed normal growth with ramified stems and cardus production of new

leaves.

Table 4: Comparison ofM. truncatula and C. spectabilisAMF-donor ability .

Donor plant Germination of CR colonization CH colonization Full colonization
spores after after 5 weeks after 5 weeks of the CH
association

M. truncatula 9 days 70% (+/- 18%) 20% (+/- 12%) 13 weeks

C. spectabilis 7 days 60% (+/-16%) 20% (+/- 11%) 13 weeks

C. spectabilisvas used as donor seedlingrofirregularisMUCL 41833 to pre-mycorrhized
tomatoes in an extraradical mycelium network. Aftesertion of 8-day-old plantlets of
tomato in the extraradical mycorrhizal network, nplets continued to grow with the
development of new roots and leaves. Five days edietact of the root system with the AM
fungal extraradical network, no AM root colonizatiovas detected in the root system of the
plantlet of tomato. After 7 days, few hyphae weistble with some arbuscules, demonstrated
that mycorrhization was not fully expanded but depg. The intensity of mycorrhization
was significantly higher after 13 days of contasgthwthe extraradical mycelium network
(20% +3%). The control plants remained uncolonitteédughout all the experimentation.

3.3  Biocontrol effect of Rhizophagus irregularis MUCL 41833 on
tomato bacterial wilt

3.3.1 Mycorrhization
Premycorrhized tomato plants irCa spectabiligIDP system were transferred in petri-dishes
before inoculation. At the end of the experimentl (Bays after inoculation oR.

solanacearur)) the plants were harvested and root colonizagealuated. Among the 24
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mycorrhized tomato plantlets (treatments +Myc—-R aMy/c+R), the percentage of hyphae,
arbuscules, and vesicles was respectively 35+4, &3 2+0.5 %.

3.3.2 Time course Disease severity of pre-mycorrhizal tomato seedlings

First typical bacterial wilt symptoms were observédlays after the tomato plants were
inoculated on —Myc+R treatments. Figure 26 showsntieans over te three replicates of the
percentage of wilted plants
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Figure 26 : Incidence of bacterial wilt tomato ‘Hedmaster’ premycorhized or not.
Values in the figure represent means of 3 replgcaldo wilt symptoms was observed on non inoculated
treatments : Myc-R- and Myc+R-. Errors bars inthcstandard errors of the means.

Based on the percentage of wilted plaritle Area Under the Disease Progress Curves
(AUDPC) for three replicates (means over repligatesre calculated numerically using the
trapezoidal rule and are plotted for successivesassent dates. Our results demonstrated that
in vitro pre-mycorrhization of tomato plantlet réed in a partial protection of the tomato
plant against the aggressive strairRofsolanacearunCFBP6783. We observed thae first
typical bacterial wilt appeared more later in thee-pycorrhizal versus non-mycorrhizal
plants (2 £ 0,36 days), plants earlier completeimglin non-mycorrhizal plants. The cause of
the wilt was confirmed to bR. solanacearumphylotype 11B/4NPB by isolating the bacterium
from wilted plants on a culture mediuffhe colonization of the root of the tomato by the
AMF R. irregularisMUCL 41833, resulted in significant reduction ctUBPC and severity

of wilt: AUDPC was lower of 21 % in the mycorrhizethnts (AUDPC=9 + 0.21) than in the
control (AUDPC=11.32 + 0.21) (Analysis of the leashare means of three repetitions of the

94



Partie 2 : Conception innovante de systemes de cultures bioprotégés

trial comparing Myc+R+ and Myc-R+, average were paned with a student test £ 0.05)
(p value <0,0001) (cf. Annexe 5)).

4 Discussion

In the present study, we show the biocontrol effeat C. spectabilisand an AMF R.
irregularis MUCL 41833) on tomato bacterial wilt caused by éxtremely agressive strain
of R. solanacearun€CFBP6783using, for the first time, an autotrophic in vitcaltivation
system. The application of the autotrophic in vitaltivation system offers a highly
controlled system to investigate the implicationcomplementary mechanisms involved in
the biocontrol conferred by intercropped plants AMF to a major root pathogen of tomato.
The reported data clearly demonstrates the potefti@. spectabilisused both for its direct
wilt inhibition effect, and as a mycorrhizhal donglant to mycorrhize tomato plants and
outcompeteR. solanacearum

Three weeks afteR. solanacearuninoculation, when close-associated with spectabilis
89+5% of tomato plants are symptomless althougigla percentage (83+8%) of these plants
are colonized byR. solanacearumand all control single tomato plants wilted. The
bioprotective effect may involve different mechanss mobilized by active chemical
compounds, such as secondary metabolites, usembfomunication and defense induction,
released byC. spectabilisand detected by tomato. These chemicals couldiintiie third
phase of infection and hinder the progress andiphahtion of the bacteria in planta, hamper
the production of exopolysaccharides necessaryhimexpression of pathogenesis or induce
the natural defenses of tomato. The reduced torbatderial wilt incidence by elicitor
(salicilyc acid and chitosan) was previously obsdriby Mandal et al. (2013) and may be a
result of cell wall strengthening though depositioh lignin and induction of defense
enzymes. One the other hand, decreased concensratithe bacteria in the tissues of tomato
plants become resistant R solanacearunwas observed, particularly following treatment
with silicone and chitosan (Kiirika et al. 2013).

The successful adaptation of the MDP in vitro a@tgystem developed by Voets et al.
(2009) allowed the fast colonization of photosytitedly active tomato seedlings. The
association in MDP system &f. spectabilisas a donor plant allowed the development of a
dense mycorrhizal network in the extraradical hymoanpartmentThis further supports that
the extraradical mycelium composed of hundredsctf@y growing hyphae extending from
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a mycorrhizal donor plants (i.eC. spectabiliy is the most adequate source of inoculum for
the early colonization of tomat®hese results confirm those obtained by Koffi e{z2013.
Moreover pre-mycorrhization of tomato plantlets Igcozation of 21% + 4%) withR.
irregularis MUCL 41833 decreased the incidence of bacterillofi21% (+ 0.5%) (AUDPC
after 18 days)The potential processes may involve competitiorthi root zone but also
induction of systemic resistance in host plantsiteg in reduction of disease development.
In the recent decade, particular attention has lbleeoted to the activation of plant defense
mechanisms in mycorrhizal plants. Systemic restgtaagainst bacterial wilt has been
previously reported in tomato (Zhu and Yao 200®)e induction of defense genes of the
plant, following the "priming" induced by the AMI5 a defense mechanisms which can also
be triggered as proposed Byrdier et al. (1998) and Pozo et @010) who emphasize the
key role of the induction of defense genes in tlaatpthrough AMF. Thus, jasmonic acid,
salicylic acid and the PR protein, are involvedmiany plant-pathogen interactions (Van
Wees, 2008). They are synthesized during the cddion of plant roots by the CMA. These
metabolic and morphological changes are therefbte to play a key role in biological
control of bacterial wilt byG. mosseadDefense genes elicited during AMF root colonization
may, thus, be of particular importance in the prooa of plants against bacteria.

To be effective in decreasing soilborne diseasesl@émce, allelopathic substances, such as
seconcary metabolites, must be present at suffigibigh concentrations when reaching the
roots of the receiver plant. In our experimentaidibons roots ofC. spectabilisand tomato
are in very close proximity. However the soil eowiment is an important barrier for
allelopathic interactions. Once chemical reach tod, available concentrations quickly
decline due to biotic and abiotic degradation, sonpon organic matter, and the formation of
complexes with metals. Barto et al. (2012) propbsé rapid infochemical movement though
the soil matrix via Common Mycorrhizal Networks (GlYimay protect them by limiting their
exposure to the soil environment. CMNs are formgdgcorrhizhal fungi and exist as large,
interconnected networks of fungal hyphae (Seloss¢ 2006). Barto et al. (2012) argue that
the infochemical transport via CMNs allows for gymsiyc defense signaling across plant
populations and directed allelochemical deliverytaoget plants. Song et al. (2010) also
indicated that CMNs may function as a plant-to-planderground communication network
where disease resistance and induced defencesigmat be transferred. They showed after
CMNs establishment with the AMGlomus mossabetween tomato plants, that uninfected
receiver plants activated defense-related genes wigedonor plants were in contact with the

pathogerAlternaria solani
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Our results show the abilityf C. spectabiligo create CMNs with tomat@eyong their own
bioprotective effect<C. spectabilisand AMF may contribute to maintain the effect atle
other: AMF by constituting common mycorrhizal netk® (CMN) to transport chemicals
produced byC. spectabilisand C. spectabilisby producting dense mycorrhizal networks
favoring sustainable mycorrhization of neighbornptgnts.

Hage-Ahmed et al. (2013) tested arbuscular myczattfungi againsFusarium oxysporum
F. sp.Lycopersiciwith tomato intercropped with leek, cucumber, hafhnel or tomato
itself. The bioprotective effects resulting in thecrease of. oxysporumwilt disease severity
depended on the intercropping partner more thatherdegree of mycorrhizal colonization.
The role of the intercropping partner is confirmadour study. Intercropping mycorrhizal
plants secreting allelopathic compounds is a keyds Our results show not onfy.
spectabilisandR. irregularishave bioprotective effects but also they couldansach other

for an effective and reliable application.

The association d.spectablisand tomato withR. irregulariswas performed (Figure 27) and
inoculated or not withR. solanacearurbut first results were not statistically explotable

Figure 27 : C. spectabliand tomato associated wittR. irregularis in a MDP system.
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CONCEPTS CONNAISSANCES
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Figure 28. Représentation par le formalisme de lah€orie de conception innovante C-K de la deuxiéme

étape de la conception.

Différentes connaissances de I'espace K ont étélisdéda partir de résultats expérimentaux. Le ephanitial

« constituer une barriére rhizosphérique bioproiset> est partitionné en trois sous-concepts. dirssoncept
restrictif qui releve naturellement du concept de drotection rhizosphérique contre les bioagresseur
telluriques : introduire des microorganismes et @ussconcepts originaux « catalyser les interactions
rhizosphériques bénéfiques » et «créer des réseatne plantes et microorganismes bénéfiques » qui
constituent une partition expansive.
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IIl. Développer des leviers a différentes échelles d’action pour co-

concevoir des systéemes de cultures bioprotégés.

Alors que différentsprocessusde biorégulation rhizosphérique ont été exploréssda
littérature (introduction d’agents de biocontréke marticulier cf. chapitre 1.1.), les résultats
expérimentaux précédents montrent que la mobibsatie réseaux mycorhiziens indigenes
permet une mycorhization rapide de la tomate etologiquement compatible » (nouvelles
connaissances de K). La mycorhization présente atenfiel multi-pathogénes et multi-
services écosystémiques, permet des synergiesmotressus, et peut étre mobilisée par des
pratigues complémentaires. L’association de plamigsorhizotrophes et assainissantes telles
queC. spectabilisa conduit a une diminution de l'incidence du fedement bactérien de la
tomate en conditions contrélées. L'expansion desnassances permet de spécifier le
concept « Constituer une barriere rhizosphériqoerbtectrice », qui est alors partitionné en
sous-concepts. « Introduire des microorganismegsganistes » est une proposition relevant
naturellement du concept initial, elle est ditetnieve (Le Masson et al. 2006, p.283), alors
que les propositions « catalyser des interactiomzosphériques bénéfiques pour les
cultures » ou de « créer des réseaux entre plahtescroorganismes bénéfiques » sont des
propositions originales, dites expansives. Ces gmitpns peuvent étre actionnées a
différentes échelles (parcelle, exploitation ou @eemple plus globalement en intégrant les
traits fonctionnels liés au « second génome » tEprogrammes de sélection variétale, cf
chapitre 1.1). L'espace des concepts a nouveagidlavite & la mobilisation de nouvelles
connaissances de K pour la construction d’actions.

Pour construire ces actions et les intégrer a desadches globales pour la santé des cultures,
développer une approche systémique des interacticoliegiques est nécessaire. En effet, la
conception de systémes de cultures mobilisant desegsus bioprotecteurs a efficacité
partielle nécessite une analyse préalable desatitens écologiques pour permettre des
complémentarités voir des synergies entre processusiodele d’étude invite a proposer un
cadre conceptuel générique pour analyser les kew&ction et leurs échelles. Comment
identifier de nouveaux leviers pour concevoir dgstéames de cultures bioprotégés ? A
guelles échelles les actionner ?

Le premier volet (chapitre IIl.1.) propose une lgrid’analyse des leviers d'action a
différentes échelles pour une approche holistigeiestdatégies innovantes de gestion de la

santé des cultures. Générique dans un premier tdiapglication au cas d’étude présentée
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dans cette thése (interactions plantes-microorgassdu sol) permet de positionner les
travaux précédents (chapitres | et 1l) et d’élagginouveau I'espace des concepts. La grille
d’analyse proposée permet d’identifier de nouvelleges a explorer pour contribuer a la
santé des cultures par la mobilisation des intenagtécologiques. L'application a notre cas
d’étude montre que, contrairement aux systemeserdionnels qui s’appuient sur les filieres
de production de semences ou de produits phytotautiques, dans des systémes
agroécologiques, l'innovation peut émerger a tolksséchelles d’action. Les trajectoires
d’'innovation ne prennent plus uniqguement la forme transferts technologiques
« descendants » mais d'actions multidirectionngllesractéristiques des démarches
d’'ingénierie agroécologique. Chaque acteur desésyst d’'innovation agricole peut
contribuer par une fertilisation croisée de sesia@sances et de connaissances scientifiques.
Dans cette dynamique, une démarche d’apprentissaliectif est proposée pour co-
construire des innovations avec les agriculteurstiniguais engagés ou sensibilisées a
'agroécologie. Une analyse des freins et des teviest développée afin de favoriser
I'’émergence de propositions d’'innovations qui vislemt les régulations biologiques et en

particulier les réseaux mycorhiziens dans les sys$&de cultures maraichers.
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.1 Identifier des leviers a différentes échelles
pour une ingénierie des régulations naturelles.

Proposition d’'un cadre conceptuel

Chave M, Angeon V, Ozier-Lafontaine H. (2015) Desng crop health from ecological

interactions. A conceptual framework. En coursétiaction

Key words: agroecology, crop protection, biodiversity, nusitiale approach.

Abstract

One of the greatest challenges of the 21st cemfeeding a growing population with scarce
resources while preserving the environment. As reg&rop health, current management
techniques (elite crop varieties, agrochemicaldfesufrom major limitations, whereas
mobilizing ecological interactions offers largelgaxplored potential. Ecological engineering
is therefore essential to design cropping systeased on new levers of action. To achieve
this goal, a holistic multi-scale approach is regdi We propose a generic analysis to grasp
the ABCs of ecological interactions. It relies agyKevers that can be implemented by actors
(farmers, industries, policy makers, researchdcs) at any scale to both increase beneficial
interactions and reduce damaging ones for crogthéMe suggest three pairs of opposed key
levers of actionAdd / Cut Boost / BalanceandConnect / AvoidCrossing these key levers
with different scales (ecological communities, dielarming system, landscape and territory)
helps identify a set of potential solutions in artieguide actors’ choices, depending on their
agrosystem, territorial contexts, and other areaaaifon. This approach highlights new
prospects for designing multi-process agrosystemsadhieve trade-offs and synergies
between levers and spatial scales. It further uimésrthe need to support multi-directional
flows of innovations in Agricultural Innovation Sgens to enhance relevant initiatives,

strategies, and coordination among the actors.
1 Introduction

Agriculture has undergone a major transformatioesithe second half of the last century.
During the post-war reconstruction, total productemd yields were increased to ensure food
security in countries that suffered from the dedtam of their infrastructure. This approach
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was economically coherent and emphasized the ptiwdudanction of agriculture. It relied on
the manipulation of the environment by various nseanechanization, synthetic chemical
inputs to make use of the full potential of mondard of elite varieties coming from national
or international breeding programs. As expectedy simplification of cropping systems
increased productivity and yield, but it also hadlesirable side effects. One of the most
important side effects was the degradation of therenment. This degradation continues as
a result of dramatic pollution episodes, leadingdo example, alteration of natural resources,
loss of biodiversity, risk to human health, andneaxhbility of those dependent on polluted

resources. It thus calls for an agroecologicalsitam.

The institutionalization of sustainable developmémtthe 1990s created a window of
opportunity for a growing recognition of the othfanctions of agriculture, both social and
environmental. More recently, "ecologization,” teenphasis of agroecological practices,
rehabilitates biological regulation and ecologicaéractions (Jackson et al. 2010, Brussaard
et al. 2010, Doré et al. 2011). This paradigmatavement defends alternative systems and
promotes a shift from chemical agriculture towasdchart" agriculture (FAO 2011) based on
agroecological principles. Agroecology is the wal managing a highly performing
complementary biotic/abiotic combination in agrdeyss. The advantage over the paradigm
of growing the best elite crop relies on the benefi all the interactions between key

components of the system over both short (synejgismt longer (sustainable) terms.

The consensus in support of agroecological priesiglained more and more currency with
the exacerbation of global changes (Tomich et @L12 Angeon et al. 2014). Numerous
studies by the IPCC (2007, 2013) have concludedtl ttie natural capacity of ecological

systems (anthropized or not) to adapt to shockbeiag exceeded, which reaffirms the
importance of human intervention to promote thedability. It is therefore essential that

innovative methods are set up to exploit ecologmraicesses. Revealing, mobilizing, and
promoting latent resources like biodiversity offeew lines of action. These processes
necessitate relevant initiatives, strategies, aodrdination among the actors (farmers,
industries, policy makers, researchers, etc.) iapln the agricultural innovation system

(Daane 2010). These actors are part of social mgsi@nd intervene in various ways, at
different levels (institutional or organizationalynd at appropriate scales of action to
consistently manage ecological systems.

Crop protection is mainly dominated by strategiesda on development, transfer and
adoption of technologies such as elite varietiespesticides (Schut et al. 2014). These
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strategies show major limits. As stated by Savargl.e(2012, p. 54) “emerging crop health
challenges continually call for new solutions inwneontexts”. Novel approaches and
methods are needed to encourage pest regulatiovidedo by ecological interactions
(Mediene et al. 2011). However ecological systemascamplex and, by nature permanently
self adjusting themselves: they are composed ofwamities belonging to different species in
interaction (including food web interactions), thprocesses are not fully understood, they
work across multiple scales and multiple levelg] #reir efficient management depends on
their context (environmental, social, territorigistitutional). A holistic approach is required
to comprehend the complexity of ecological systamd to define appropriate lines of action
for their management. Hence, identifying leveradion and understanding how they might
be complementary are critical for the sustainabd@agement of crop health.

Ecological engineering, defined as “the designustainable ecosystems that integrate human
society with its natural environment for the benefi both,” has developed rapidly over the
last 10 years (Mitsch 2012, p. 5). In this articlee argue that implementing the
agroecological transition necessitates trade-o#svéen levers. On that basis, efficient
ecological engineering results from the decisiorkin@processes that enable such trade-offs.
Unlike conventional agrosystems, agroecologicatesys allow higher productivity resulting
from the optimization of key ecological interactsorbased on synergies, efficiency,
complementary needs and resilience.

Face to the major limitations or in some cases ithpasses of current crop protection
strategies based on elite varieties or the use estiqgpdes, expansion of crop health
management options is a key issue. In this petisgese suggest an analysis grid to grasp
the key levers of action that reduce damaging epcdd interactions and augment the
beneficial ones (services) for crop health. Theginality of this approach relies on its ability
to identify novel levers to be explored and diséniate between the consistent scales at which
the key levers can be efficiently activated.

Our reasoning proceeds in two steps. First, weeptean analysis grid to identify and explore
levers of action to enhance ecological interactiftmmscrop health. Second, we provide an
empirical application of the grid. We focus on egptal interactions of plants with their
pests or biocontrol agents, using the example efphytopathogenic bacteriuRalstonia
solanacearunand the beneficial arbuscular mycorrhizal funBiszophagus irregularis
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2 Framing ecological engineering for crop health.

Implementing agroecological strategies is cruciat trop health as, in some cases,
monoculture of elite varieties where pests arerofiati by chemicals, results in impasses.
Therefore, when extremely aggressive emergent pestssistance breakage occur, no more
production is possible. Although host resistancaaias the most effective control strategy
against diseases, resistance is often overcometalube considerable variation among
pathogen strains. Moreover, sometimes no chemroaugt is available for pest control. For
example, the emergence of a new pathogenic vaoa®. solanacearumwas detected in
1999, first in the French West Indies island of taqgue, and recently in French Guiana
(Wicker et al. 2009; Deberdt et al. 2014). Althougébeau et al. (2011) assembled for the
first time a worldwide collection of genetic resoes, no resistance carried by tomato or
pepper accessions was effective for controlling éxtremely aggressive new strain.

As current conventional crop protection managerstgmategies suffer from major limitations,
then ecological engineering may be a promisingradtéve approach. The starting point for
implementing agroecological management of croptheaal to find alternative measures to
design crop systems. A holistic approach is requikéowever as demonstrated by Schut
(2014), “despite the increased attention for irdBoas between the different dimensions of
crop protection, comprehensive conceptual and #oalyframeworks to guide multi-
dimensional analysis are generally absent in tbp protection literature” (Schut et al. 2014,
p.105). In this article we attempt to fill this gy producing an analytical and operational

grid to identify solutions to enhance ecologicaémctions for crop health.

2.1 Building an analytical grid: the ABCs of ecological interactions.
The ABCs of ecological interactions grid helps asiéh the foundations and application to
agriculture of ecological engineering, with the lgoladesigning sustainable agrosystems. The
ABCs grid tackles the key levers used to managefi@al or damaging interactions for crop
health. The grid combines two symmetrical parts fitst part describes the levers managing
the positive effects, while the second part preséme negative effects. As shown in Figure
29, Add, Boost,and Connectare likely to implement beneficial interactionscdsystem
services), whiléAvoid, BalanceandCut are likely to limit the detrimental ones (dissers).
Within an agrosystemAdd means introducing beneficial exogenous biologe@ments,
Boostis the implementation of specific conditions to pdify beneficial interactions, and
Connect designates the associated beneficial endogenodforaexogenous biological
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elements. In contrastAvoid indicates impeding the realization of negative legcal
interactions,Balancessignifies neutralizing the negative effect of tinéeractions, andCut
implies reducing or eliminating damaging element{$jus, this double-faceted grid includes

three pairs of opposed leversdd / Cut Boost / BalanceandConnect / AvoidFigure 29).

L®!* ] Avoid Add | _®
Decrease . | % : Increase
negative F-r=% | Balance Boost ® posmve_
interactions : g interactions
® Cut Connect

Figure 29 : The ABCs of ecological interactions: ttee pairs of opposed key levers to engineer benaétor
damaging interactions within an agrosystem.

Add means introducing beneficial exogenous biolalgielements, Boost is the implementation of specifi
conditions to catalyze beneficial interactions, &ddnnect designates the associated beneficial endog
and/or exogenous biological elements. In contréstpid indicates impeding the realization of negativ
ecological interactions, Balance signifies neutiafj the negative effect of the interactions, and nplies
reducing or eliminating damaging element(s).

The ABCs grid provides a standard-based refereppeoach and a consistent guideline for
action to identify and implement agroecological giies for crop health. In that way, it

constitutes the ABCs of biological regulation thaty be managed to implement an
ecological transition of crop health managemene 3iggested approach is resolutely multi-
scale. There are at least five main levels of ifeagriculture management. These levels
correspond to the following spatial scales (Jacksbral. 2010): plant and its associated
organisms, field, farming system, landscape, amitdey. Hence, the ecological interactions
occur at these different spatial scales. Accordmglackson et al. (2010), “Farmers and
agricultural practices interact with different coomgnts of biodiversity at several spatial
scales: from local fields and their surroundingsthe layout of agroecosystems at the farm
level; and across the landscape at larger scafkeicing the dispersal and movement or
organisms and their ecological functions” (Jacksbrnal. 2010, pp. 81). In addition, the

territory is an encompassing and crucial spatiat of decision and action to enhance
ecological interactions for crop health. In thddwling step, we intersect the six ABC levers

with the five spatial scales. Table 5 summarizesratrix of intersections.
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Table 5: The ABCs of ecological interactions: An aalysis grid of key levers for crop health.
The key levers intersect different scales.

Scale

Lever

Plant and
associated
organisms

Field

Farming system

Landscape

Territory

Introduce beneficial exogenous biological elements by

Inserting micro- or | Inserting plants, | Planting alternate | Planting hedges, | Importing species or
macroorganisms, microorganisms, host crops or | forests, green | natural-based
natural-based macroorganisms, boundaries that | spaces products by
Add products or biocontrol | that interact within | interact between plots establishing
agents, alone or in | the field scale (i.e., | Introducing trees or favorable regulatory
mixtures relay plant, | animals policies
inundative release
of parasitoids)
Create specific conditions to amplify beneficial interactions by
Optimizing  physical | Implementing Refining farming | Shaping the | Implementing
Boost and chemical | favorable practices: | systems with the least | components  of | governance to
conditions (i.e., pH, | agronomic (i.e., no | possible chemical | the system to | encourage learning
microclimatic) tillage, organic | inputs  and  the | provide (change  farmers’
Encouraging the | amendments) and | optimization of flows | arrangements that | practices) and
dialogue between | climatic (light, | of fuel and matter | increase their | innovative co-
elements temperature  and | (smart agriculture) performance design to create
humidity systemic  changes
management) and cultural shift
Associate beneficial endogenous and/or exogenous biological elements by
Creating  networks | Mixing  varieties, | Creating flows | Creating corridors | Framing the rules of
Connect | petween plants, between different | to facilitate the | law  that (i)
microorganisms, microorganisms, crops, species, or with | mobility of living | strengthen
macroorganisms, macroorganisms, livestock for organic | entities between | ecological
plants (i.e., intercropping) | matter habitats, ~ fields, | interactions, and (i)
farming systems develop alternative
markets
Impede harmful ecological interactions by
Protecting plants | Protecting  crops | Developing protected | Isolating  crops, | Implementing
against pests or toxic | against harmful | systems (soil-less | outbreaks, or | quarantine
Avoid | elements by the | organisms or toxic | crops, greenhouses) | pollution sources | procedures and/or
creation of biological | substances by the by the creation of | containment areas
or chemical barriers | creation of (biological or
(ie., pheromone, | biological, chemical, physical) barriers
biological control | or physical barriers and/or
agents) containment
areas
Neutralize the negative effect of the interaction by
Adopting resistant or | Controling the | Implementing specific | Controling the | Implementing
Balance | tolerant varieties or | impacts of the | practices reinforcing | effects of the | breeding programs
stimulating plant | interactions  (trap | the robustness of the | interactions by | that select or create
defenses plants, mixed | agrosystem to | means of specific | tolerant or resistant
cropping systems) maintain yields arrangements varieties (e.q.,

GMO)
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Reduce or eliminate damaging element(s) by

Suppressing pests or | Suppressing pests | Eliminating pest host | Destroying Implementing

pollutants by | or pollutants though | or  pollutant  with | dangerous eradication or
Cut biological ~ methods | physical (i.e., | absorbent plants species remediation

(i.e., biodisinfection) solarization) or outbreaks, pest | programs

Disrupting the flow of | cultural (ie., habitats, or

dialogue between | phytoextraction) pollution sources

elements practices

2.2 Implementing the multi-scale ABCs grid
We discuss how the suggested ABCs of ecologicatactions can be used. There are four

main types of solutions characterizing the wholérixa
- One lever at one scale

This configuration represents the most common daaseed with a problem, an agent will
activate a single solution at his current scaleacfion: one lever at one scale. Taken

separately, each matrix cell illustrates this gitua
- Different levers at the same scale

According to their disciplinary practices and aredspecialization, researchers prioritize a
single scale. For example, agronomists usuallydaufield or farming systems; geneticists
on plants and their associated community scalenauosts on farming system or territory
scales, etc. In the same way, stakeholders cansigeor two scales for their decisions. For
example, farmers usually focus on field or farmsygtems; decision-makers on farming
systems or territory scales, etc. Each column efrtfatrix constitutes an illustration of the
different levers implemented at a particular scale.

- Asingle lever at different scales

Under symmetry, we can also consider a specifierleand show how it is implemented at
different scales. Each line of the matrix illustésabne lever implemented at different scales. It
can be explained by the example of adding bioldgitements, such as biological control
agents, at different scales: (1) at the ecologioaimunity level, adding beneficial micro- or
macroorganisms directly onto plants; (2) at thédfievel, implementing inundative release
methods; (3) at the farming system level, introdgalternate host crops or implementorg
farm production of biological control agents; (4) ae tlandscape level, planting hedges to
create habitat for biological control agents; al) &t the territory level, encouraging

importation of exotic antagonists.
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- Combining different levers at different scales

This configuration is the most complex but also thest common. Agrosystems, either
conventional or not, are composed of living entitie interaction. They are, by nature, multi-
scale and multi-level. Ecological entities interacintinuously (feedbacks occur between
them) and, as they are also located on differegiapscales, feedbacks occur between scales.
Moreover, the impact of a single lever can be phrthus, the levers should be combined to

be efficient (an illustration is provided in Sectid.2).

3 Ecological engineering through the ABCs: the example of

plant and soil microorganisms

To illustrate the ABCs of ecological interactiomge analyze the example of plants and their
interactions with soil microorganisms. The manageintd these interactions offers largely
unexplored potential to enhance crop health andymtovity (Brussaard et al. 2007; Ryan et
al. 2009; Tomich et al. 2011) and necessitatesstesyc multi-dimensional and multi-actor
approach (Schut et al. 2014). Plants live in pemdeinteraction with large communities of
soil organisms that provide numerous ecosystenmcssrygeochemical cycles, bioregulation,
etc.), as well as disservices (diseases). Fornnstecrop losses of 10%e due to soil pests
(Oerke 2006)We take examples of key levers to decrease interecbetween plants and
their enemies (e.g., the bacteriuRalstonia solanacearumpr to increase ecological
interactions with their friends (e.g., the arbuacuimycorrhizal fungusRhizophagus

irregularis).

3.1 Plant interactions with Ralstonia solanacearum and
Rhizophagus irregularis

R. solanacearuniYabuuchi et al. 1995) is one of the world's mimnhaging phytopathogenic
bacteria due to its lethality, persistence, widsth@ange (almost 200 plant species in 33
different plant families), and broad geographidréhsition (Denny 2006). ltnvades plants
through their roots and causdiseases whose common name depends on the hoss that
attacked (bacterial wilt in tomato or tobacco, Makisease in bananarown rot in potato,
etc.). First, we conducted a literature review to analyggoecological strategies for
controlling soil pests (Chave et al. 2014). The mugsto-date protection practices consist of
balancingplant-pathogen interactions by growing resistartbterant varieties, atuttingthe
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soil inoculum through the use of chemicals. These strategies mobilize the B and C key
levers of the ABC grid and are the top choices ainers, particularly in conventional
systems. Farmers employ various strategies to neaRagsolanacearundiseases. We
identified three main ways to reduBe solanacearundisease incidence in an agrosystem: i)
eliminate pathogens in the soil by chemical, phaisior biological practices (i.eCut); ii)
neutralize plant-pathogen interaction effects bgwgng resistant or tolerant varieties; then
the invasion of the plant by pests may occur withdamage (i.e.Balanceg; and iii) isolate
plants from pests, for example, by developing esdlcultures (i.eAvoid). Although the use
of resistant cultivars against diseases causedR.bgolanacearums a viable option, the
occurrence and development of new pathogenic riacasever-ending problem (Wicker et
al. 2007). Moreover, due to the soil-borne natureéhts disease, the use of chemicals as
disease control is hardly successful. Because shaludevers to deal witR. solanacearum
are not always effective, the development of anloggcal engineering approach that
combines multi-scale levers is necessary (an ifitish is suggested in Section 3.2).
Enhancing plant mycorrhization is one of the nuraeragroecological practices available to
biologically control soil pests (Azcon-Aguilar aBérea 1997)R. irregularis(Schiller et al.
2001) is an arbuscular mycorrhizal fungus presentost soils worldwide. Its wide host
range (more than 80% of crops) and major role iolaggcal regulation (plant nutrition,
bioprotection, bioregulation) (Azcon and Barea 199mith and Read 2008) make it one of
the most studied and industrially-produced funggidfuggen et al. 2012). We applied the left
side of the ABC grid to the example of arbusculacarrhizal fungi. We analyzed different
strategies to implement mycorrhization in an agstaw: i) inoculate exogenous strains
(Verbruggen et al. 2013) (i.eAdd); ii) promote natural mycorrhization by suitableagtices
(Plenchette et al. 2005) (i.Boos); and iii) associate plants with arbuscular myleal
fungi by mobilizing plant-fungi networks (i.eGonnec). Adding exogenousR. irregularis
strains selected for their fast reproductive cyislea commonly-used option to enhance
mycorrhization and to biologically control soil-lmar pathogens. However, results in the field
have been less conclusive than those in contralbedlitions. Non-ecological persistence of
the inoculant in soil due to unfavorable conditi@msl competition may lead to an ineffective
association with plants. The inoculation of commadrstrains mobilizes the A lever of the
ABC grid. Alternative strategies based baostand connectexist, which are respectively
supported by applying mycorrhizal-friendly practicer associating mycorrhizal plants in
space and time (an illustration is suggested ini@e8.2). In this example of mycorrhization,

a holistic approach is also required to accountrfalti-scaled key levers.
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Plant interactions with botR. solanacearurandR. irregulariscaneitherthreaten oenhance
crop health. As a tool, the ABCs grid is a waydadntifying the range of potential key levers

to explore and manage ecological interactions aigghent the resilience of the system.

3.2  Applying the ABCs to the example of plant-microrganism
interactions.

Here, the ABCs grid is applied ®. solanacearunandR. irregularis The soil-borne nature
of these microorganisms allows four scales to besidered which are the most relevant (as
identified in the literature) in terms of plantdswiicroorganism interactions. Table 6 presents
the matrix of the six key levers and the four ssdte manage plant-beneficial or damaging
microorganisms interactions explored in the literatdealing with both conventional and

agroecological systems.
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Table 6. The ABCs of ecological interactions: exangs of key levers to manage bacterial wilt or
mycorrhization

PlantRalstonia solanacearumplantRhizophagus irregularisinteractions intersect with different relevant
spatial scales (ecological communities, field, fagmsystem, and territory). In orange, conventioleslers
implemented in crop protection management Raf solanacearumor enhancement of mycorrhization in
agrosystems. In green, agroecological levers toagerbacterial wilt or mycorrhization are specifi&hrk

green: levers explored in the thesis; pale greemptementary levers explored in the agroecoloditahture.

Plant and associated
Scale . Field Farming system Territory
organisms
Lever
. Introducing mycorrhizal
Inoculating  exogenous . . . .
. . plants  in  rotation , . Importing mycorrhiza (ljdo
mycorrhiza strains . Inoculating  mycorrhiza )
Add (Verbruggen et al (Germani and in nurser et al. 2011; Schwartz et
005, 9% | Plenchette 2005; y al. 2006; Adholeya 2013)
Vestberg et al. 2005)
Creating physical and Mycorrhlza on _ farm Designing breeding
. o production (Douds et al. .
chemical conditions to . . programs that take into
. . . . .| 2004; Pellegrino et al. -
catalyze the interaction | Favoring life in soil, 2011) account plant-mutualistic
(pH, soil moisture) diminishing tilage Refinin fimin interactions
Boost | Creating suitable | (Plenchette et al. 2005) g 9 | (Bakker et al. 2012
. (mycorrhization in
habitat (Verbruggen et nursery)  and  oro Duhamel and
al. 2013) y , P Vandenkoornhuyse 2013)
successions
Enhancing mycorrhizal . Intercropping trees to Learning to share
Intercropping plants to . knowledge about
networks (Selosse et al. i, . sustain networks .
facilitate mycorhizal mycorrhiza and  help
2006; Song et al. 2010) between annual crop .
Connect networks (Hage-Ahmed . farmers to adapt to their
donor plants (Voets et cycles (Bainard et al.
al. 2009) etal. 2013) 2012) needs (Angeon et al.
' 2014)
Prophylaxy: tools’
Grafting (Rivard et al. | disinfection etc. | Soilless cultures with
2012) (Blancard et Prior 2013) | disinfection of irrigation .
. . . Quarantine  procedures
Rhizospheric Distance between | water.
. . , . . . (EPPO)  and  global
Avoid bioprotection barrier | plants (empirical | Avoid planting the same action (Fears et al. 2014)
(Chave et al. 2014) knowledge) crop in  succession '
Mixing varieties | (empirical knowledge)
(Hidding et al. 2010)
Tolerant varieties | Soil amendments to . . Breeding programs
. . .| Implementing  specific | (Lebeau et al. 2011)
Stimulating natural | create unfavorable soil . L . .
. o practices to maintain | Genetic engineering
defenses (Anith et al. | conditions  for  the | ~ .
yields (Yadessa et al. | Framing the rules of law
Balance | 2004, Zhu and Yao | development of the 2010) that strenathen ecoloaical
2004, Doornbos et al. | bacteria (Larkin 2008, interactiongs and devilo
2012) Messiha et al. 2009) . P
alternative markets
Suppressing by
solarization (Sclhonflleld Biodisinfection by plant Suppression Qf hgst
et al. 2003), biological crops or rotation with
; extracts (Deberdt et al. . o
control agents (Wei et ~ | sanitizing plants (Yu | Eradication (EPPO)
- 2012, 2014); .
Cut al.  2013), sanitizing Solarization 1999; Sangoyomi et al.
plants  (Yu  1999; 2011)
Sangoyomi et al. 2011)
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Possible management strategies explored in Tabldis6riminate conventional from
agroecological systems. More levers are identiftedhe agroecological systems than for the

conventional ones. Figure 30 based on Table 6 shbediversity of levers at different

scales.
Territo — Territory
- Farmirr\y system Farming system
Avoid Add o Avoid Add o
B — Ecological — al
communities ® ® communities
o |
/
Balance @ £ LY Boost Balance ) o900 Boost
) o
Cut Connect Cut Connect

Figure 30 : Mapping the ABCs of ecological interadgbns.
Examples of key levers to manage bacterial wilingcorrhization in conventional agrosystems (in ggrand
in agroecological systems (in green).

For the conventional systemsthere are few levers implemented or exploredsdéHevers are
declined at few scaleAddandCut are more commonly used as stated before.

To the contraryfor agroecological systemsall levers are mobilized and also all the spatial
scales. Field and farming systems appear as relerah privileged scales to implement
efficient agroecological strategies. A literatueview shows that agroecological strategies
rely on a consistent combination of key levers (@het al. 2014).

In both conventional and agroecological systemsrkewof action are nested. Nevertheless the
nature of the relationships between the scalestithe same.

For the conventional systemghe widest scale imposes itself on the lower schle top-
down and mono-directional transfers of technologishut et al. 2014). National and
international innovation programs are declinedlaha spatial scales (e.g. breeding programs
or agrochemicals production).

For the agroecological systemdlows of innovation allow the activation of difent levers

at different scales. This approach is resolutehftirdirectional (Schut et al. 2014) and
intrinsically multi-spatial focus. Unlike convential systems, agroecological systems do not
depend mainly on widest spatial scales to implenagtions for crop health. Individual or

collective approaches by different actors may ematgany scale and respond to local issues.
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Table 6 lists potential levers to enhance ecoldgioteractions to prevent fronR.
solacacearundisease and favor mycorrhization at different esallhe lower scale can be
decisive. As an example to benefit from plant-mlistia interactions, such as
mycorrhization, breeding and transferring plantstfeeir ability toconnectwith mutualists
(Wissuwa et al. 2009; Duhamel and Vandenkoornh@sk) is not the unique innovative
strategy. Indeed, intercropping plants that faaidit and maintain native arbuscular
mycorrhizal networks at the field or the farmingt®m scales, does not necessitate to wait
untill breeding programs integrate these plant-raligtic functional traits. Moreover
promoting multi-functional practices to overcome timitations of conventional protection
strategies can be implemented at the field andifgysystem scales. For example integrating
species with strong ability to recruit beneficiacnorganisms or secrete toxic compounds in
mixed cropping systems is a potential method oél#sthing rhizosphere self-sustaining
bioprotection. It could reduce the need for repgatiditionsof exogenous inocula and limit
the problem of pests that evolve resistance to a&ntreatments or genetic resistance-
breaking. Theconnectionof plants withR. irregularis could create ecological networks
supporting dialogue between plants (Song et alOR0OTIhis strategy complements others
aimed atcutting the pests (biodisinfection, for example)oalancingits effects (induction of
resistance, for example) at farming systems od fehles.

Thus the ABCs grid offers a holistic approach tdieee synergies and trade-offs and

highlights innovative strategies to improve cropltie

4 Discussion

The ABCs grid of ecological interactions provideset of potential levers for increasing
sustainable management of crop health and achietiagecologization of agrosystems.
Spatialized key levers of action are suggestedatklé this issue. Our generic analysis
highlights new prospects for engineering multi-gsx practices and systems to create trade-
offs and synergies between key levers and scalebelfield of agroecological management
of crop health, to ensure sustainable plant pradoictve identify six key levers. The ABCs
grid could be enlarged if confronted with other laggiion areas. The ABCs grid could also
be used for goals other than food production. Aslaggcal engineering aims to restore
ecosystems that have been substantially disturpédiiman activities (Mitsch 2012), some of
the levers implemented for the conservation andeckation of ecosystems damaged by

environmental contamination could also be integratehe ABCs grid.
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However, the ABCs grid is a theoretical framewdr&ttprovides an abstract structuration of
potential preventing or mitigating actions into lasses. In practice, of course, an effective
action can combine several levers. The ABCs gresdwt offer a unique response, but helps
to identify a set of potential solutions in orderguide the stakeholders’ choices to explore
new combinations of levers, depending on their sggtem and territorial contexts. From an
example of an emerging disease damaging a wideerahgrops, we showed agroecological
systems offer a wide diversity of levers of actiopgferent actors implement the key levers
depending on their area of action. Thus, it fitsnith the smart approach required for the
agroecological transition.

The continuous elucidation of ecological procesasswell as farmers’ ability to adapt
scientific and empirical knowledge provides new raws for designing and improving
agricultural systems. The multi-directional flowiohovative strategies between scales needs
to be supported. New types of collaborative inniovatprocesses and institutional
arrangements are needed to generate and shareeklygwvManaging ecosystem integrity and
agricultural resilience necessitates a holisticrapggh for revealing the relevant spatial and
also temporal scales. For instance, the naturette@ows of innovations evolve over time
with human needs. Hence, to be more complete, pipeoach should embrace temporal
scales. This would include identifying potentiadédacks between process and practices, and
fostering learning from past events to design theiré of crop health systems. In that
perspective, establishing pertinent institutionatems that secure ecological regulation is a
particular challenge.

As most of the crop protection innovations stillabdewith technological transfer,
agroecological engineering for crop health neefising flows of innovation in Agricultural
Innovation Systems (Schut et al. 2014). Indeed nfmre than ten years, the innovation
process has changed from a linear top-down apprimaahn ‘ecological vision’ (Kammili et
al. 2009; Daane. 2010). Currently, as far as intiomassues lead to multifunctional subjects
and involve all types of partners at each stephef process, the linear representation of
innovation no longer prevails. The old vision gavay to Agricultural Innovation Systems
(AIS), defined by the World Bank (2006) as “orgatians networks, companies and
individuals focussing on bringing new products, nenocesses, and new forms of
organization into economic use, together with thetifutions and policies which affect their
behaviour and performance”. The AIS concept extde®nd the creation of knowledge to

encompass the factors affecting demand for andiukeowledge in novel and useful ways.
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Not only do AIS create knowledge, but they alsovfte access to, and share of knowledge,
which fosters learning.

Since agrosystems are complex systems in permangmaction with their environment,
interfaces are needed to facilitate exchanges legtwige stakeholders on the one hand and
further actions at each stage of innovation prazess the other hand. The challenge is to
enhance further thought on how stakeholders cooidribute to the transition from the top-

down classical approach to AIS to create an englginvironment for crop health innovation.
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Trajectoires d’innovation multidirectionnelles : v& une démarche de co-

conception de systémes de cultures innovants entMigjue

Le chapitre précédent propose une grille d’anlySeégque. Nous avons montré que pour
concevoir des systemes de cultures agroécologigjopsotégés, les innovations peuvent étre
initites a toutes les échelles spatiales et se lagwer dans différentes directions
contrairement aux systemes de cultures conventiogue dépendent de I'approvisionnement
en variétés issues des programmes de sélectiom ehteants de synthese (engrais et
pesticides).

L’ingénierie agroécologique s’appuie ainsi sur d#gajectoires d’innovation multi-
directionnelles basées sur I'exploitation des régois biologiques. Contrairement au
transfert technologique de produits tels que lesiesees ou les intrants de synthese,
I'approche en terme d’ingénierie agroécologiqueffréopas une solution unique mais des
méthodes et outils permettant aux agriculteurs aptaet a leur propre situation les
innovations exogenes les plus pertinentes, voiredver par eux-mémes. Elle nécessite ainsi
que les acteurs s’inscrivent dans des processumesml’apprentissage et d’ameélioration des
connaissances. Le chapitre suivant présente unardéend’aprentissage et de co-conception
mise en ceuvre en Martinique en collaboration avaténé Angeon, de I'Université des

Antilles, suite & une demande de formation de tagmla FREDON sur la mycorhization.

116



Partie 2 : Conception innovante de systemes de cultures bioprotégés

1.2 Apprentissage et co-construction
d’'innovations basées sur la mobilisation des
mycorhizes. Focus sur des systemes de cultures a

caractere agroécologique en Martinique

D’aprés Angeon V, Bilon R, Chave M (2014) Co-counst& des innovations de rupture.
Gouvernance et apprentissage dans le cadre ddéiele fde mycorhizes a la Martinique.

Communication au colloque annuel de 'ASRDLF, daugd Juillet 2014. Marne La Vallée.

Résumé

La valorisation de la biodiversité offre des stgad€ innovantes pour promouvoir des
agricultures doublement performantes. Parmi lexgasus de régulation biologique, la
mobilisation des symbioses mycorhiziennes (assoomt bénéfigues entres plantes et
champignons du sol) constitue une des voies atteesaa I'utilisation d’intrants de synthese.
Leur valorisation invite a une conception «ingdinte » des systémes de cultures. Cette
derniére oblige a une approche systémique et nécesspartage de connaissances, support
d’'une dynamique de co-innovation. A partir de I'ey#e de la valorisation des mycorhizes
indigénes a la Martinique, nous déterminons lemdgret les leviers a la co-construction et a
I'adoption d’innovations. Inspirée de la méthodaogCP®, les résultats d’'une démarche
participative conduite avec un échantillon dagteurs ouverts aux pratiques
agroécologiques montrent que limportance et laumeatdes freins different selon la
dynamique d’apprentissage dans laquelle les atgimsl s’'insérent. Ainsi les « mieux
apprenants » passent plus facilement de la phaspadage de connaissances (K) a la
conception d’innovations (C) en identifiant mieudegles « moins apprenants » les leviers

d’action (P) a mettre en ceuvre.
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1 Introduction

La valorisation de la biodiversité offre des stgad€ innovantes pour promouvoir des
agricultures doublement performantes. Parmi lexgasus de régulation biologique, la
mobilisation des symbioses mycorhiziennes (assoomt bénéfigues entres plantes et
champignons du sol) constitue une des voies atteesaa I'utilisation d’intrants de synthese.
Les mycorhizes constituent des interactions conggexdont I'efficacité est partielle et
fortement dépendante des conditions environneman{tdux de phosphore biodisponible du
sol en particulier). L'impact de leur mobilisatiodemeure néanmoins incertain et
particulierement difficile a observer. L'incompléil des connaissances scientifiques et en
particulier I'impossibilit¢ de différencier au chpmes souches de mycorhizes exogenes
inoculées des souches indigenes, d’'une part, ometirer de maniére rapide le potentiel
mycorhizogéne d’'un sol ou d’'un produit (6 semaidesdélai actuellement), d’autre part,
limitent les perspectives d’évaluation et d’optiatiesn de l'efficacité de la mycorhization en
conditions naturelles (Gianinazzi et Votsaka, 200@pnsidérant que I'incomplétude, le
caractére incertain et le manque d'acces aux cesamaies sont des freins majeurs a la
valorisation des mycorhizes par les agriculteuagisnavons élaboré un dispositif participatif
de diffusion de l'information et de partage desr@issances.

Nous faisons I'hypothése qlee diversité des savoirs et des expériences peatiagister les
pratiques pour une mobilisation efficace des myeedh Ainsi, la question de savoir
comment les agriculteurs peuvent-ils apprendre Bilser les mycorhizes et & en apprécier
les impacts se pose. Afin de faciliter les dynaregua’apprentissage des agriculteurs et
d’augmenter leur capacité de réponse pour géresylemes complexes et évolutifs, nous
avons élaboré une démarche d’animation participatecale. Celle-ci consiste en la
conception et la mise en ceuvre d’outils et de disii® pour la co-conception d’innovations
visant a valoriser les mycorhizes dans les systéteesultures par les agriculteurs eux-
mémes.

Une démarche de recherche-action a été menée tengn@at avec la Fédération Régionale de
lutte et de Défense contre les Organismes Nuis{BIBEDON Martinique)a I'origine d’une
demande de formation sur la mycorhization pouradgsculteurs de son réseau de fermes
agroécologiques. Institution investie de missioassdrvice public, la FREDON veille a la

mise en ceuvre d’actions de protection de I'était@iam des végétaux et du patrimoine

3 Cette démarche financée par le POSEIDOM Phytosanitaire 2014 s’est inscrite dans le cadre d’'une collaboration avec le
centre Antilles-Guyane de I'INRA et I'Université des Antilles et de la Guyane.
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naturel. Elle ceuvre la surveillance biologique du territoire martinigaia travers différentes
opérations de conseil, de recherche, de diffusiten,sensibilisation des propriétaires ou
détenteurs de végétaux en matiere de lutte bialegiglle fédere des initiatives collectives
d’'information et de formation visant a faire de adbérents des acteurs responsables a méme
de promouvoir, par le développement de pratiqueséaglogiques, une agriculture durable.
Elle s'inscrit ainsi dans des démarches d’appreags.

L'apprentissage est le processus qui consiste Boaendes actions par un approfondissement
de la connaissance et de la compréhension (Fiolles, 1985). L'objectif de ce travail est de
tester l'efficacité d’'une démarche de partage dmsnaissances (situation individuelle et
collective, faits marquants) et a évaluer les sffatr les dynamiques de changement opérés
par les acteurs étudiés.

Argyris et Schon (2002) procedent a une formabsatie I'apprentissage qu'ils différencient
selon que l'apprentissage influe sur les pratiglessagents ou sur le systéme de valeurs qui
président a I'action. lls distinguent deux typeappirentissage. Le premier, &mple bouclg
s'effectue lorsque les membres de ['organisatioroliporent des informations ou
connaissances pour modifier leurs pratiques et Ewtégie d’action. On parle alors
d’apprentissage opérationnel. L’apprentissagmuble boucleenvoie a des mécanismes plus
complexes que le premier car il s'observe non seeig a travers une transformation de
I'agir des individus, mais surtout des « valeurgu» sous-tendent leur action. On considére
gu’il 'y a pas d'apprentissage lorsque les acteueEquierent pas de connaissances ou
informations nouvellesapprentissage nyl Par contre, lorsque s’opere un transfert direct
d’'information vers les acteurs sans qu'ils se lpgraprient réellement, on parlera, suivant
certains auteurs, dpprentissage a boucle nuRomme et van Witteloostuijn, 1999).

Nous faisons I'hypothése que pour procéder a urstioge durable effective de leurs
agrosystemes, il est nécessaire que les agricsiteléveloppent prioritairement des
apprentissages a double boucle, a différents nivéadividuels et collectifs).

La littérature montre que les logiques d'appreatigs sont d’autant plus développées
gu’elles sont générées dans un contexte colletdyfis et Schon, 1996, 2002 ; Godelier,
2006) et sur la base de faits marquants (événerfraptzant les acteurs dans leurs émotions
ou leurs sens) qui seraient susceptibles de faioduér leurs représentations, valeurs et
convictions courantes et par conséquent de famkiérleurs normes d’action (Buzan, 1995).
Les dispositifs mis en ceuvre correspondent auxgsheles que propose la méthode KCP®
(Knowledge-Concept-Proposition) tiréee de la théodie la conception innovante C-K
(Hatchuel et Weil 2002, 2003, 2009 ; Hatchuel eR@0D4, 2008). La théorie C-K formalise la
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complexité du processus de conception. Cette thé&mutient I'émergence de dynamiques
collectives pour concevoir des innovations. La méehKCP® a été appliquée récemment au
secteur agricole (Berthet, 2013).

L’objectif de notre travail est d’analyser comméag agriculteurs vont mobiliser leur champ
de connaissance (K), pour concevoir des innovati@js et construire des propositions
d’action (P) (Hatchuel et al. 2009).

Nous cherchons a accompagner les agriculteursudenbgique d’'ingénierie agroécologique
en favorisant des logiques d’apprentissage quipeamettent d’avoir 'autonomie nécessaire
pour penser leur exploitation de fagon systémiges.formes d’apprentissage visées sont a la
fois individuelles (elles se traduiront par une ifiodtion profonde de leurs pratiques et de
leurs valeurs) et collectives (elles permettrordmérgence de réseaux et de projets

communs).

2 Matériel et Méthodes: Implémenter une démarche
participative d’ingénierie agroécologique pour la valorisation des

mycorhizes.

Pour favoriser l'utilisation de la mycorhizationpus avons élaboré et mis en ceuvre une
démarche participative éprouvée avec un groupeididtgurs sensibilisés a I'agroécologie.

Au regard des risques écologiques potentiels ligsimocula importés et de I'historique des
Antilles francaises en matiére de pollution et dec@de biodiversifé le parti pris assumé est
de sensibiliser les acteurs a la mobilisation damgiignons mycorhiziens indigénes a partir
de plantes mycorhizotrophes. Il s’agit alors deofeser I'apprentissage des agriculteurs pour
créer des innovations de rupture en leur donnantlies nécessaires a la mise en place de

pratiques favorables aux mycorhizes.

2.1 Démarche et outils
La démarche mise en ceuvre s’est inspirée de laoae&tKCP® qui comporte 3 phases : la
phase K (« état de I'art et du non art ») vise dager et/ou faire état des connaissances et

identifier les pistes en rupture et les connaissamoanquantes ; la phase C (développement

4Un polluant toxique et rémanent, héritage du modéle productiviste, a été massivement utilisé dans les sols cultivés en
banane. On rappelle par ailleurs, que la Martinique est I'un des 34 hotspots de biodiversité mondiaux.
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de « concepts projecteurs ») vise a organiser anerthe de créativité « dirigée » ; la phase
P (proposition d’'une stratégie de conception innt®avise a agréger et recombiner les
propositions originales des phases K et C et arenett place une stratégie d’'innovation sur le
long terme (Hatchuel et al. 2009).

Dans le cadre de la collaboration FREDON-INRA-Unsite& des Antilles dont I'objectif était
non seulement de favoriser et évaluer les appsagés mais aussi de concevoir des
innovations de rupture, nous avons mis en ceuvredénsrche en 3 temps : un atelier de

partage de connaissances, une enquéte sur lestatxphs, un atelier de co-conception.

2.1.1 Atelier de partage de connaissances

Considérant que l'incomplétude et le manque d’acmés connaissances, de méme que
lincertitude liée aux retombées effectives, soms dreins majeursa la valorisation des
mycorhizes par les agriculteurs, nous avons, danpramier temps, €laboré un dispositif
participatif de partage des connaissances. Ce gitdpase une modification profonde des
pratigues et des systémes de valeurs des agricultducherche a évaluer la capacité
d’apprentissage des agriculteurs sur le role desorhyzes et les pratiques agricoles les
favorisant. Plus largement, il sensibilise les @agteurs au caractere systémique de
I'approche en matiere de conduite agronomique deseples cultivées nécessaire pour une
mobilisation efficace de la mycorhization.

L’animation s’est déroulée au cours d'une demi#jiger selon 5 séquences. Les deux
premieres sont menées en séances plénieres (quizhestechnique). Les séquences 3 et 4
mobilisent les agriculteurs autour d'objets expé@mtaux a partir desquels ils interagissent
collectivement (maquette interactive, dispositifpésimental sous serre). La derniére
séquence (jeu du myc-mapping) est menée en ségmeadieles (groupes de 3 a 4
agriculteurs).

La premiere séquencevise a évaluer le niveau de connaissances irst@ds agriculteurs sur
les mycorhizes. Elle comprend des questions reatiaux services rendus par ces
microorganismes mais porte aussi sur les pratiggesoles les favorisant. Les résultats de
cette séquence servent d’étalon de mesure pouedvamment évoluent les connaissances
des agriculteurs. Une fiche technique est présesniéequence 2dans un format classique

de diffusion descendante des connaissances. Lesilggrs sont ensuite invités a prendre

5Les éléments énoncés sont d'ordre cognitifs et renvoient & des freins internes. Ils ne sont pas les seuls & influer sur
I'adoption des mycorhizes (Angeon et Chave 2014).
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connaissance des dispositifs expérimentaux mis lanepééquence B Une maquette
interactive §équence % est ensuite proposée (Figure 31). Cette maqwette a favoriser
I'apprentissage et la discussion entre les ageauit autour d’un dispositif ludique et d'initier
une réflexion participative. Elle permet égalemédatpartager autour da nécessité d’'une
approche systémique pour contribuer a la transaignmécologique. La maquette interactive
« Du tout chimique au tout intelligent » représelatéransition d’un systeme conventionnel
(les mycorhizes ne sont ni utiles/ni utilisées lgarplantes) a un systéme agroécologique ou
les mycorhizes sont mobilisées et fournissent iffts services écosystémiques. L'animateur
présente les différents éléments de la maquettappelant une partie du contenu de la fiche
technique, puis invite les agriculteurs a intervem déplacant et modifiant les éléments en
fonction des modalités envisagées (par exemple: sgupasse-t-il si on supprime I'apport
d’engrais chimique ?). La maquette est constitlée blac rectangulaire représentant le sol et
permettant de positionner différents éléments :plestes et leurs systemes racinaires, les
mycorhizes, I'eau, les nutriments et les bioagress (bactérie, nématodes, champignons
phytopathogénes). La situation initiale est cellendsysteme conventionnel: monoculture,
utilisation intensive d’engrais et de pesticidesbour profond. Dans ce contexte agro-
systémique, les plantes ne développent pas de egathicar elles n'en ont pas besoin. Les
spores de mycorhizes persistent en petit nomhues fdaments ne sont pas développés et ne
sont pas connectés aux plantes. Les agents pa#sgent plus ou moins maitrisés par les
pesticides. L'animateur invite les agriculteurs rpmser des pratiques qui permettent la
création d’'un réseau mycorhizien entre les plarResit a petit un systéme de culture multi-
especes est constitué. Les plantes y développentédeaux via les mycorhizes pour aller
chercher des ressources latentes. Le réseau permaett plantes de résister a des stress
abiotiqgues (sécheresse, salinité) ou biotiguesdaéls d’agents pathogenes). Il permet en
effet d’obtenir des ressources : eau, N, P, K ere@iéments (récupérés au fur et a mesure
par les plantes via les filaments) et de se protéigs agents pathogenes (par différents
processus tels que la compétition ou I'inductios défenses naturelles).
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Figure 31 : Maquette interactive: les réseaux mycdniziens: Quoi? Pourquoi? Comment?

Séquence S4 de l'atelier partage de connaissariesesagriculteurs proposent et appliquent des quas qui
favorisent la constitution de réseaux mycorhizieardre plantes (Mars 2014, FREDON, Le Lamentin,
Martinique).

La derniére étape de I'atelier(séquence j réalisée en groupe de trois ou quatre personnes,
consiste en un jeu de cartes appelé « Myc-mappoh@nd I'objectif est de les aider a retenir
ce que sont les mycorhizes, a apprécier leur téeidentifier les pratiques qu’ils peuvent ou
non mettre en place au sein de leur exploitatiopaiir de cartes-réponses et d’un plateau sur
lequel sont inscrites des questions, l'agriculteaste ses connaissances sur les pratiques
mycorhizantes et réfléchit aux obstacles a leuerais ceuvre. Ce jeu fait alterner des phases
de réflexion individuelle et de discussions colleet et permet de mesurer la propension des
agriculteurs a adopter les pratiques qui leur sogigérées. Un débat entre les joueurs est
initié tout au long du jeu.

Le jeu se déroule en 2 étapes. La premiere étapeudtonsiste a choisir des cartes (4 parmi
10 pour chaque question) pour répondre aux questi@rA quoi servent les mycorhizes ? »,
« Quelles conditions de culture ne sont pas favesalmux mycorhizes ? », « Quelles
pratiques favorisent le développement des mycast?ze Des cartes vierges sont également
a disposition des joueurs. Pour chaque questignidateur dispose d’une phase de réflexion
individuelle (choix de cartes a argumenter), suiVigne phase de discussion collective. A
l'issue de chacune des 3 questions-discussiongsrtéscsont retenues par I'ensemble des
joueurs et apposées sur le plateau de jeu.

La derniére étape du jeu consiste a évaluer I'tidardes agriculteurs de mettre en ceuvre ou
non des pratiques agricoles qui favorisent les mhyzes. 10 cartes traitant de pratiques
agricoles sont distribuées. Les agriculteurs ddive@rarchiser les pratiques qu’ils mettent

déja en place, les pratiques gu'’ils sont préts @renen place dans un avenir proche jusqu’aux
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pratiques qu’ils ne pourraient pas mettre en plaes.choix doivent étre explicités.

Une discussion entre les participants et avecniiatgur sur les pratiques qui leur semblent
accessibles ou non et sur leurs aménagements lesss&bt initiée. Lensemble de ces
discussions permet d’identifier collectivement fesns et les leviers a la mise en ceuvre de

pratiques qui favorisent les mycorhizes.

Ainsi, au cours de l'atelier, les informations stiwtées aux agriculteurs sous des formes plus
ou moins inédites et représentent ainsi des fadsquants, davantage susceptibles d’'étre
retenus. La démarche participative proposée etdggences individuelles et collectives qui la

structurent sont mises en relation avec les oligectisés en termes de boucles

d’apprentissage.

Tableau 7 : Grille d’évaluation du niveau d’'apprentissage des agriculteurs interrogés

SAVOIRS ET CONNAISSANCES EN JEU TYPES DE REPONSE FOURNIE FORMES D’APPRENTISSAGE | NOTATION

Aucune connaissance N’a jamais entendu parler du sujet Apprentissage nul
Se révéle incapable de répondre a la 3
question posée (ne sait pas)

Mémorisation d’'une connaissance (plus | A connaissance du sujet sans savoir | Apprentissage a boucle

ou moins active) sans effet sur les | nécessairement répondre correctement | nulle

pratiques a la question posée 2
Evoque lui-méme le sujet mais n'a fait
évoluer aucun de ces référentiels ou
pratiques

Appropriation de la connaissance et | Semble convaincu de l'idée et déclare | Apprentissage a simple

mise en pratique directe : changement | avoir fait évoluer ses pratiques par des | boucle

incrémental actes simples

Pratique sans savoir Adopte la pratique sans étre en mesure 1
de la mettre en lien avec la
connaissance spécifique

Appropriation de la connaissance, mise | Est convaincu de l'idée, a fait évoluer | Apprentissage & double

en pratique et évolution des référentiels | ses pratiques et ses normes d'action | boucle

internes :  changement radical de | (i.e. la conception de son systéme de 0

pratique culture)

2.1.2 Evaluation des apprentissages des agriculteurs

Les apprentissages concernent 2 volets : « appdis®gment des connaissances sur la nature
et les fonctions des mycorhizes » d’'une part et lzprésentation des pratiques et conception

124



Partie 2 : Conception innovante de systemes de cultures bioprotégés

de systémes de cultures qui mobilisent les myceshiz d’'autre part. Le niveau de
connaissances initiales des agriculteurs est éyauén gquestionnaire individuel en début de
séance (quizz, séquence 1). Le degré d’appropridioaces informations est mesuré lors de la
séquence 5 (jeu Myc-mapping) mais également pae denquétes individuelles apres
I'atelier. Nous considérons dans un premier terigzhantillon global.

Pour ce qui concerne le volet « approfondissemented connaissances » variables
peuvent étre retenues: nature des mycorhizes,inerigles mycorhizes, services
ecosystémiques rendus, gamme d’hotes. L’évolutes apprentissages est évaluée lors du
quizz et de I'enquéte sur les exploitations.

Pour ce qui concerne le volet « représentation dgsatiques et conception de systémes
de cultures » 2 variables sont retenues : conditions de culdéfavorables aux mycorhizes
(taux de phosphore, plantes non mycorhizotropteactere tres acide ou basique du sol etc.)
et pratiques favorables aux mycorhizes (plantes onmyzotrophes en rotation ou en
association; réduction des intrants et du laboar).et’évolution des apprentissages est
évaluée lors du quizz, au cours du Myc-mappingedteshquéte sur les exploitations.

Les réponses apportées par les agriculteurs soéesisur une échelle de 0 a 3. Les résultats

sont agrégés pour constituer une note moyenneotetret par séquence.

2.1.3 Enquétes

Les enquétes en exploitations ont un triple oldjete premier objectif est d’évaluer les
savoirs acquis. Le deuxieme est lidentifications deeins (internes et externes) et leur
pondération pour l'agriculteur interrogé. Le tréisie est I'observation des pratiques
effectivement mises en ceuvre.

Chaque frein interne correspond a un ensemble éstigns. Une note de 0 correspond a une
absence totale du frein étudié. Par exemple, uowdigur qui obtient la note de 0 sur le frein
« contraintes agronomiques » n’identifie pas denfregronomique pour l'adoption des
mycorhizes. Un agriculteur qui obtient la note da,3u contraire, identifié des contraintes
fortes.

Parmi les freins internes analysés sont répertoleds freins d’expérience, les freins
agronomiques, I'aversion au changement et le d&ginpour les pratiques agroécologiques :
- Le frein agronomique comprend toutes les conteaiiologiques et physico-chimiques du
sol, du climat ainsi que les contraintes imposéas|@s choix d’'assolement faits par les

agriculteurs.
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- Le frein d’expérience consiste a évaluer la dyigam d’entrainement potentiel qu’on
pourrait observer entre les agriculteurs.

- L’aversion au changement interroge I'adoptiomdevelles pratiques. Elles nécessitent des
ajustements de la gestion de I'exploitation voies éhvestissements que l'agriculteur n’est
pas toujours prét a faire.

- L’absence de préoccupations environnementales iggresdéa volonté de l'agriculteur de
réduire son impact environnemental.

Les leviers et propositions d’action sont répeé®idans une « bibliotheque de propositions »
tout au long du processus atelier de partage deatssances - enquétes - atelier de co-
conception (Figure 32).

2.1.4 Atelier de co-conception

L’atelier de conception a permis dans un premienp®e de rendre compte des résultats
obtenus suite au premier atelier et au cours degsiées réalisées chez les agriculteurs
(Séquencel’). Il s’agissait d’'inviter les agriculte a prendre connaissance collectivement du
degré d’information retenu a propos des mycorhieesdes différents types de freins
identifies. Dans un deuxiéme temps des résultaggérarentaux ont été présentés
(Séquence?’). Une discussion est initiée a patiin éxercice de prospective qui propose aux
agriculteurs de réagir face a un « concept prajectgHatchuel et Weil 2009). Nous avons
proposeé une projection a 5 ans avec la créatior MartiMyc : une start-up de production de
mycorhizes locales » (Séquence3d’). Enfin une dsouslibre permet de faire émerger des

propositions d’actions collectives (Séquence4’).

Les différentes étapes de la démarche sont repéesetians la Figure 32.
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Figure 32 : Apprentissage et co-conception

Mise en ceuvre et évaluation de séquences au ceussédapes : un atelier de partage de connaisséBtes
Quizz , S2: Fiche technique, S3: Présentatiopodiif expérimental, S4 : Maquette interactive,:Sku du
Myc-Mapping), des enquétes individuelles chez lgscalteurs (19 agriculteurs ayant participé aelisr de
partage de connaissances) et un atelier de co{ubmegS'1 : Présentation des résultats ateliecduént et
enquétes, S'2 : Présentation des résultats expéidnung S’3 : échanges autour d’'un « concept preject, S'4 :
Echanges autour de propositions d’action). Lesegifzsages de chaque agriculteur sont évaluésiaa des
séquences Sl et S5 et pendant les enquétes. lpsitians d’action sont répertoriées dans une koiileque »
a toutes les étapes de la démarche.

2.2  Participants aux ateliers de partage de connaissances et aux
enquétes

19 agriculteurs ont participé aux ateliers de ggrtde connaissances qui se sont tenus les 14,
27 mars 2014. lls ont tous été enquétés entrederiBet le 28 mai 2014. Cet échantillon
d’agriculteurs spécialisés en cultures de divexaifon (maraichage ou arboriculture) est
sensibilisé aux démarches agroécologiques. lIs affiits a la FREDON soit en tant que
membres parties prenantes du réseau de fermescalggigues animé par cette institution
(12/19), soit en tant que participants réguliedea activiteés de formation dispensées par elle
(7/19). Si tous les agriculteurs de cet échantilhensont pas engagés dans une démarche
d’agriculture biologique certifiés ou non (11/19% présentent une volonté plus ou moins
marquée de réduction des intrants chimiqué$9 &griculteurs développent des pratiques
conventionnelles ou sont en agriculture raisonh&sxhantillon d’agriculteurs étudié n’est
pas représentatif de la majorité des exploitantsc@lgs martiniquais dont les pratiques

s’inscrivent pour I'essentiel dans le modéle conioemel.
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3 Résultats

3.1  Evaluation des apprentissages
(i) Pour ce qui concerne le volet « approfondissemened connaissances # variables
ont été retenues : nature des mycorhizes, origisentycorhizes, services écosystémiques

rendus, gamme d’hételsa moyenne des résultats obtenus est présentéguae B3.

100%

80% - i Sans
I

- apprentissage
60%
——

40%

Boucle nulle

W Boucle 1

0%

Quizz Enquétes

Figure 33 : Evolution du nombre moyen d'agriculteuss dans leurs dynamiques d'apprentissage
Résultats (en pourcentage) obtenus lors du quizaligS1) et de I'enquéte (S5) sur les exploitagiqvolet
Connaissances)

Le pourcentage d’agriculteurs « sans apprentissatjminue. Le nombre d’agriculteurs en
double boucle d’apprentissage augmente pour léssdes variables (nature, origine, services
ecosystémiques et gamme d’hétes). La diminution rdambre d’agriculteurs sans
apprentissage se reporte majoritairement sur ureapgsage en boucle nulle. De méme la
proportion d’agriculteurs enregistrés en boucle diminuée au profit de la seconde boucle

d’apprentissage.

(i) Pour ce qui concerne le volet « conception de systés de cultures et représentation
des pratiques » les résultats obtenus montrent une différendemenes d’apprentissage entre
les deux variables. En effet, les agriculteurs @dest un niveau de connaissance meilleur sur
les conditions de culture a observer que sur lagBques a adopter. Autre fait marquant, entre
le quizz et le jeu, il y a une bonne (voire tresi® progression des apprentissages qui

s’estompe cependant au cours du temps sans paunt aevenir au niveau initial (Figure 34).
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Figure 34 : Evolution du nombre moyen d'agriculteuss dans leurs dynamiques d'apprentissage (volet
Conception-Pratiques).
Résultats obtenus lors du quizz initial (S1), jeuMlc-Mapping (S5), enquéte sur les exploitations

Pour les deux volets (« approfondissement des ¢ssareces» et « conception de systemes de
culture et représentation des pratiques »), leqamiage d’agriculteurs « sans apprentissage »
diminue au cours du temps (du quizz au jeu et duaj@x enquétes). L'augmentation des
apprentissages a double boucle est patente loFstdker (du quizz au jeu). En revanche,
I'acquisition de connaissances ne se stabiliseepadehors de 'atelier méme si le niveau des
apprentissages post atelier est supérieur au nineeal.

Au regard de I'ensemble des résultats obtenus dévaux de variabilité des réponses en
matiere d’'apprentissage, il convient de différentgs plus apprenants des moins apprenants.
Nous avons discriminé deux cohortes d’individuss ktrés bons apprenants » dont les
moyennes sont inférieures a 1 qui se situent a@rsi moyenne entre une boucle
d’apprentissage simple et une boucle d’apprentesshmuble (7 individus avec un niveau
moyen de notation des connaissances évalué a 81163 « moins bons apprenants » dont les
moyennes sont supérieures a 1, ce qui les plasgyeesn boucle d’apprentissage nulle (12
individus avec un niveau moyen de notation des aissances de 1,6/3). Ces deux cohortes
sont significativement différentes (p-value < 0@%prés le test de Student, cf. résultats
détaillés cf. Annexe 5). Par ailleurs, le groupe ddrés bons apprenants » ne réunit que des
producteurs qui n'utilisent aucun pesticide (adtewrs biologiques labellisés ou non). Au
sein du groupe des « moins bons apprenants »pawetricertains agriculteurs qui n’utilisent

aucun pesticide (4 individus) (leur moyenne est d¢ On constate que les 2 agriculteurs qui
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affichent les résultats les moins bons (moyennetrsere a 2) mettent en ceuvre des
pratiques conventionnelles sur leurs exploitations.

Compte tenu de notre objectif qui est d’amener arimum d’agriculteurs dans un processus
d’apprentissage a double boucle, nous nous inteortgy sur les freins évoqués a I'encontre

des pratiques d’ingénierie agroécologique proposées

3.2 Identification des freins
Dans cette section, il s’agit de discuter en gqeoniveau d’apprentissage des agriculteurs
limite ou non les freins a I'adoption de systemescdlture a vocation agroécologique. En
d’autres termes, étre mieux apprenant permet-il agsiculteurs de lever les freins (et
lesquels ?) a la valorisation des mycorhizes eoteevoir des systéemes innovants ?
Pour répondre a cette question nous mettons etiorelees notations des agriculteurs en
matiere d’évaluation des apprentissages avec tiiteation et la force des freins. Nous avons
dans un premier temps réalisé un test de Fishdrldsmésultats montrent que les variables
« niveau d’'apprentissage » et « niveau des frelastifiés » sont corrélées (p-value > 0,05,
on ne peut pas rejeter HO : Le rapport entre legawees est égale a 1, cf. test de Fisher
Annexe 6). Dans un deuxieme temps, nous avonsécali test de rang (test de Spearman)
sur les notations moyennes obtenues par individuf@s pour leur niveau d’apprentissage et
le niveau des freins identifiés. Le test de Spearpemet de montrer l'intensité du lien entre
les variables. Dans ce cas précis les variablesfedament corrélées (p-value < 0,01 cf. test
de Spearman Annexe 6). Il apparait que les « toé@s lapprenants » sont aussi ceux pour
lesquels les freins sont les moins importants.
Nous analysons alors la population étudiée enngjgtint le groupe des agriculteurs « trés
bons apprenants » du groupe des « moins bons appsen Pour chaque frein étudié, les
cohortes d’agriculteurs sont significativement éliéntes (p-value < 0,05, le risque de rejeter
I'hypothese nulle : la différence entre les moyenest égale a 0 est compris entre 2 et 3 ,5%
cf. test de Student Annexe 6).
L’ensemble des résultats présentés est synthéise ld Figure 35. La valeur 3 désigne un

niveau de contrainte élevé et 0 un niveau faible.
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Figure 35 : Freins identifiés par les agriculteursa I'utilisation de la mycorhization

Le frein le plus majoritairement cité est le fralfexpérience. On entend par la que les
agriculteurs manquent de référence, d’encadrendéthanges pour situer le bienfondé des
pratiques favorables a la mycorhization. Les ad¢pecus les mieux apprenants accordent une
importance moindre a ce frein (1,9/3 pour les adpecirs les « trés bons apprenants » et 2,8/3
pour les « moins bons apprenants »). On souligedep « trés bons apprenants » identifient
moins de freins que leurs homologues.

Le deuxieme frein désigné est la contrainte agrogoen Ces contraintes apparaissent plus
pesantes et plus difficiles a lever pour les adfecms avec un niveau plus faible de
connaissances : réduction du labour pour la limmatde I'enherbement, réduction des
intrants chimiques pour la fertilisation et la &ttontre les bioagresseurs. Les « tres bons
apprenants » proposent d’eux-mémes des solutiolsamtes pour dépasser ces contraintes :
réduction du labour par l'utilisation de mulch oa tkchniques issues de la permaculture,
association et rotation avec des plantes mycontugbges.

Le troisieme frein est I'aversion au changemenpi@ique. Le niveau de notation accordé a
ce frein est faible (0,3/3 pour les « trés bonsremgnts » contre 1,2 pour les autres). Les

agriculteurs se décrivent donc comme préts a clmange
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Enfin, le frein « désintérét pour les pratiquesiemnementales » est lui aussi faiblement
évoqué méme si I'on note une différence signifieatentre les « moins bons apprenants »

(1/3) et les « trés bons » apprenants (0°1/3)

3.3  Construction d’une bibliotheque de propositions
Au cours des ateliers et enquétes, les propositfontulées par les agriculteurs sont
répertoriées.
Lors du premier atelier ou pendant les enquétewitheelles, les agriculteurs font émerger
individuellement des propositions qui sont discstée
Pour lever les freins agronomiques a une utilisagéifficace des mycorhizes, 18 propositions
ont été formulées. i) En ce qui concerne la diVieegion des cultures, ont été proposeés :
d’établir et de diffuser un inventaire des plant®egcorhizotrophes, d’éviter la monoculture,
de privilégier des variétés rustiques, d’assoces arbres pour maintenir les réseaux (arbres
fruitiers en particulier), d’associer des plantgard par ailleurs un effet bioprotecteur connu
contre les maladies et ravageurs (basilic-canpalieexemple), de maintenir certains réseaux
racinaires apres récolte, de limiter les cultures athoux et de navets, d’améliorer la
disponibilité des semences destinées a I'agriculbimlogique adaptées au milieu tropical. ii)
Pour réduire I'apport d’'intrants de synthése, legtigues proposées sont : utiliser du lombri-
compost, de la chaux magnésienne et du fumier {avoatelier d’élevage a proximité par
exemple) aprés avoir caractériser les besoins iffésetits types sols, greffer sur porte-greffe
résistant aux principales maladies telluriques,liseti les associations végétales
traditionnelles. iii) Pour réduire la mécanisatida, mise en place de la permaculture,
I'installation de baches, I'utilisation de bois réah fragmenté (avec proposition de l'achat
collectif d’'un broyeur) ou l'utilisation d’outilsgrmettant un labour superficiel (grelinette) ont
été proposes.
Différents leviers organisationnels dépassant treca’application des mycorhizes ont été
évoqués : favoriser la vente directe pour diminleeprix des produits cultivés par des
pratiques agroécologiques et favoriser leur vadins, mutualiser les charges liées a
'emploi de salariés par la création d’'une assamiad’employeurs, faciliter I'accés aux

subventions.

6 Ce résultat n'est guére surprenant au regard dfii gela population étudiée puisqu’il s'agit d'agulteurs
sensibilisés aux principes de I'agroécologie.
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Parmi ces propositions i) certaines sont déja meseseuvre au titre de leurs pratiques sur
I'exploitation, les agriculteurs mettent alors @nlles pratiques qu’ils ont déja adoptées avec
la mycorhization ; ii) certaines propositions s@moncées. L’'agriculteur envisage de les
mettre en pratique et le fait effectivement (nowusng pu le constater lors des enquétes,
exemple : associations tomates-oignons pour 1lcuwtgurs sur 19); iii) d'autres
propositions ont été énoncées mais n’'ont pas dealec la mycorhization ou n'ont pas été
suivi d’effets. On constate que les « mieux apprena passent plus facilement de la phase
de partage de connaissances a la conception datioog en identifiant mieux que les autres
les leviers d’action a mettre en ceuvre.

Pour lever le frein d’expérience, le collectif dfmgllteurs présent a I'atelier de conception
fait une double demande a la FREDON. D’une padaiit de tester les sols des différentes
« petites régions agricoles » afin d’évaluer leapacité a favoriser les mycorhizes. D’autre
part, le collectif d’agriculteur demande de foumir répertoire les espéces végétales les plus
mycorhizotrophes. L'évaluation technique et écomprai d'unités de production de
mycorhizes locales est vivement sollicitée. Ceséshiqui pourraient étre mises en place a la
FREDON, par une structure collective (chez un adpecr qui fournirait la « petite région
agricole ») ou individuellement chez les agriculseuJne proposition d’action collective
« coup de main » émerge pour la mise en place aletppes de systéme de mycorhization

on-farm.

A l'issue de l'atelier et suite a I'intérét maniféspar les acteurs locaux (groupements de
producteurs en maraichage, cultures vivrieres oraulture), la FREDON Martinique
construit, avec notre expertise, le projet MYCOBEIH . MYCOBIOTECH vise a étudier

la faisabilité d’'une valorisation de mycorhizesdl®s en accompagnant les agriculteurs pour
la mise en place de pratiques agroécologiquesagdit d’aboutir a I'utilisation effective des
mycorhizes sur le terrain par les agriculteurs pmmuntribuer & la promotion d’une agriculture
familiale viable.

Les sous-objectifs du projet MYCOBIOTECH sont grisférer et diffuser les connaissances
sur les pratiques agroécologiques qui favorisentrigcorhizes aux agriculteurs ; ii) analyser
les situations d’'usage potentiel de multiplicatt@s mycorhizes dans les systémes de culture
martiniquais ; iii) construire et évaluer un prefmme de production de mycorhizes sur
I'exploitation a partir des souches locales.

Ce projet tel que concgu prolonge le partenaridigirdvec 'INRA et l'université des Antilles

et s’'inscrit pleinement dans la phase P de la ndé&CP®.
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4 Discussion

Nous avons mis en place une démarche d’apprentisstage conception innovante dans un
cadre participatif associant des agriculteurs iqy#ls dans une dynamique agroécologique
centrée sur la valorisation de la mycorhization. digpositif collectif a permis de faire
évoluer les apprentissages des agriculteurs emdesvant dans des phases de partage des
connaissances et de conception de pratiques intesvahes résultats montrent que les
agriculteurs inscrits dans des boucles d'appragissimple ou double sont plus enclins a
lever les freins et a concevoir et a adopter dasqures agroécologiques.

On souligne que les «trés bons apprenants » fegrtimoins de freins que leurs
homologues. Ce résultat peut s’interpréter d’uogbte maniere. Une évolution du systeme
de valeurs de ces agriculteurs (puisque les engjgéte réalisées postérieurement au premier
atelier) peut en étre l'origine. Au contraire cesulat peut étre le reflet de systemes de
normes et de valeur différenciés des le départ cegagriculteurs.

Néanmoins, un certain nombre de limites a la déneadoivent étre soulignées. L'atelier,
réalisé en temps contraint, convoque l'immédiatiet® réponses. Ce caractere ponctuel des
réponses permet de faire s’exprimer l'agriculteur & plausibilité de la stratégie de
mobilisation de mycorhizes indigénes sans que og®es d’action évoluent. Néanmoins, le
matériau de recueil de données étant basé suiréssdis acteurs, nous n‘avons aucun moyen
de vérifier la fiabilité des informations livrées séance. Le protocole mis en place ne permet
pas de déjouer les biais stratégiques liés aufi@tles acteurs maitrisant leurs discours et les
informations qu'ils choisissent de partager peusenpréter ou non au jeu de révélation de
leurs préférences sans que I'équipe de recherdhersoéelle mesure de le percevoir. Un
exemple en est donné a travers les propositionscées ne sont pas suivies d'effet. Il reste a
déterminer l'origine des difficultés rencontréesuponettre en ceuvre les propositions (i.e.

effet d’annonce, difficulté agro-technique, écongue, organisationnelle, etc.).

Les démarches et les outils mis en ceuvre ont patengouligner I'intérét d’utiliser un objet
intermédiaire comme support d’échanges entre legepgrenantes. Un objet intermédiaire
est un objet appropriable par ses différents typbesagers et qui leur permet de faire
exprimer aux parties prenantes leurs difféerentsitpode vue, niveau de connaissance et
représentations. Il est défini comme “an entityretiaby several different communities but
viewed or used differently by each of them, beinthiplastic enough to adapt to local needs

and the constraints of the several parties empipttiem, yet robust enough to maintain a
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common identity across sites” (Star and Griesefi@89, p. 393)En effet a partir d’'un méme
support, les agriculteurs apprennent et les charsh&valuent les apprentissages pour la co-
construction d’innovations.

Cash et al. (2003) propose un cadre conceptudakrpar Martin (2015) pour positionner les
objets intermédiaires qui sont destinés a créer ecorexion entre les participants qui
concoivent des solutions candidates et discutental@ntages et les inconvénients de ces
solutions.

Ce cadre d’analyse s’appuie sur les 3 propriei@squelles doivent répondre les objets
intermédiaires : saillance, crédibilité et légitien{Cash et al. 2003). « La saillance traite de la
pertinence de |'évaluation des besoins des déadear crédibilité implique la pertinence
scientifique de la preuve et des arguments teclesigua légitimité reflete le respect dans la
production de l'information et de la technologie daleurs et des croyances divergentes des
parties prenantes, au sein d’'une démarche impartlahs sa conduite, et juste dans le
traitement des points de vue et des intéréts ogpog€ash et al. 2003).

Au regard de la saillance la démarche développée est le fruit d’'une reftatran avec la
FREDON de sa demande initiale pour une formatianlasumycorhization a destination des
agriculteurs de son réseau de fermes agroécolaifilie correspond de ce point de vue au
critere de saillance recherchée. La co-construatione démarche participative a permis une
compréhension mutuelle des attentes et des caesaies différents participants a la
démarche : chercheurs en sciences biotechniquesiegices de la société, technicien de la
FREDON et agriculteurs. L’intégration des spédiési de I'échantillon d’agriculteurs avec
lesquels nous avons travaillé (agriculture de pidiamp, tradition d’association de cultures,
forte volonté d’écologisation des pratiques) perohetsituer la démarche, ce qui contribue
également a la saillance de l'outil. Quant au daracsystémique, il est au coeur de la
démarche qui invite les agriculteurs a repensensieystemes de cultures en intégrant leur
complexité, I'incertitude et I'imperfection des ufists obtenus.

La crédibilité scientifique est assurée par le fait que nous ssraes chercheurs extérieurs
aux institutions de conseil agricole qui, de I'aw#es agriculteurs, ont perdu en crédibilité
parce gu’ils soutenaient, jusqu’'a recemment, cebnt@ogies inscrites dans le paradigme
productiviste (chimisation, simplification des ®ystes de culture). Etant des représentants
d’institutions qui sont connues et reconnues lonel® pour leur réle actif joué dans la
promotion de pratiques agroécologiques, les cosaaces, supports de la démarche, n'ont
été contestées ni par la FREDON ni par les ageaudt L’intégration de connaissances

scientifiques trés récentes sur les réseaux myderts de méme que la prise en compte des
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considérants socio-économiques lors des enquétdsasocceur de la démarche. Face a la
grande complexité, a I'incertitude et au caracténe-observable des processus, le choix d’'un
outil softwareest pertinent pour permettre aux agriculteurs 'oesgire dans une logique
d’apprentissage systémique. On rappelle en outee lgs processus en jeu ne sont ni
modélisables, ni sécables. Ils ne peuvent étrephanévalués isolément.

La |égitimité de la démarche est quant a elle assurée par @paeence autour du
programme de recherche et par la mobilisation tiérdnts types de savoirs : scientifiques et
profanes. Les points de vue de différents acteans@ésenteés et discutes.

La mise en ceuvre de cette démarche d’apprentissaigetif a donné lieu a la conception
d’un outil intermédiaire actuellement en cours éeaedloppement. Cet outil sera utilisé pour
mettre en ceuvre et comparer les résultats d’adé&esrches participatives visant a favoriser
apprentissage et co-conception d’innovations daas dontextes agro-systémiques et
territoriaux variés (projets de recherche REACTIENSYSTEMYC).

" REACTION : REgulations naturelles et leviers ¢ ACTION : Focus sur la bioprotection préventive de la tomate
par les symbioses mycorhiziennes. Projet Métaprogramme INRA SMaCH (Subtainable Management of Crop
Health), appel a projets 2014 « Mobiliser les régulations naturelles, surveiller, diagnostiquer, anticiper les risques
pour la santé des cultures ». Coordination M Chave

SYSTEMYC : Conception de SYSTEmes de culture basés sur [utilisation de la MYCorhization pour le
biocontrole des bioagresseurs telluriques de la tomate. Projet Pour et Sur le Plan Ecophyto, appel a projets 2014
« Contribuer & I'essor du biocontrle ». Coordination M Chave
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Maintenir la productivité des systemes de cultuteat en réduisant leurs impacts
environnementaux nécessite de concevoir des systéeneultures innovants. La mobilisation
des régulations naturelles offre de nouvelles valesgestion de la santé des cultures,
alternatives a l'utilisation de produits phytophaautiques ou a la sélection de variétés
résistantes, dont la durabilité est fortement ren@s question. Dans cette discussion, nous
rappelons les principaux résultats de cette theswligjuons certaines difficultés et limites de

notre travail ainsi que les perspectives que ndestifions.

L Rappel des principaux résultats de la these

Cette thése a contribué a produire des connaissatakes outils tout en élargissant I'espace
des alternatives par une démarche de conceptioavamte de systémes de cultures

bioprotéges.

.1 Connaissances

Les connaissances, issues de l'analyse de laatiftér et synthétiséedans le premier
chapitre de la partie « Conception innovante de sy&mes de cultures bioprotégés,»
montrent que la mobilisation de processus rhizaspieés antagonistes est une stratégie de
régulation des bioagresseurs telluriques poteetraht efficace, fondée sur les multiples
mécanismes d'interaction des plantes avec leur olieme, ou « second génome »
(Berendsen et al. 2012) ¥ partie, chapitre 1.1.). La cible est la biorégiaat
rhizosphérique, dont le potentiel est largementssoploité en agriculture. C’est le cas en
particulier dans la lutte contre des bioagressetaifuriques tels que la bactérie
phytopathogéne,Ralstonia solanacearumgcomme le montre l'analyse des pratiques
(amendements du sol, associations végétales,agatinoculation d’agents de biocontrole,
biodésinfection, utilisation de stimulateurs deetéks des plantes), des processus et des
fonctions associées (réduction de l'inoculum du swdluction des défenses de la plante,
bioprotection rhizosphérique), a la gestion agrimigique des maladies causées par cette
bactérie (2éme partie, chapitre 1.2).Les processus rhizosphériques bioprotecteurs sont
cependant extrémement complexes et difficiles aiétupuisqu’ils font intervenir une
multitude d’organismes (bactéries, champignons, yoetes mais aussi de nombreux
invertébrés), en interaction, avec la plante eteeetix, dans un milieu opaque. Une difficulté

supplémentaire est liée a la pérennisation danengs de ces processus bénéfiques de
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biorégulation. De plus ils doivent étre pilotés magard et en complémentarité d'autres
processus, participant d’'une approche multicrigresystémique des interactions dans les
agroécosystémes. Cependant, méme si la compréheds® processus rhizosphériques
bioprotecteurs nécessite encore de tres nombreasesaissances, les connaissances actuelles
permettent de mobiliser certains processus clésnyeorhization, par exemple, est un des
processus potentiellement mobilisables pour camtrita une gestion agroécologique Rie

solanacearum

Dans le deuxieme chapitre la pérennisation et la complémentarité des psusesie
biorégulation associés a la mycorhization, repr@sgndes verrous majeurs pour une
mobilisation efficace, ont été abordés par une @@ expérimentale. Nous avons montré
que la mobilisation de réseaux mycorhiziens indggepar une plante donneuse telle que
Allium fistulosumpermet une mycorhization précoce de la tomatecassareproduisant ainsi
I'effet-donneur de mycorhizes démoninévitro par Voets et al. (2009). Intégrer ces résultats
dans les stratégies de valorisation de la mycadibizgour la santé et la productivité des
cultures invite non seulement a une reconceptia systémes de cultures mais aussi des
systémes d’innovation agricoles pour I'émergencd’astcompagnement de niches qui se
différencient de la technologie d’inoculation daisloes exogénes (amplification de souches
de mycorhizes indigenes, on-farm ou par une strectiédiée . organisation collective
d’agriculteurs, pépiniere, entreprise). Dans unxdgue temps, nous nous sommes penchés
sur la complémentarité entre processus bioprotestenais également entre leviers d’action.
Nous avons mis en oeuvre pour la premiere fois itro,vle systéme Half-Arbuscular
Mycorrhiza-Plant concu par Voets et al. (2009) a€espectabiliscomme plante donneuse,
d'une part, et la tomate en receuveuse, d’autré pous avons montré, en conditions
contrblées, que l'association de plantes mycorhopbies aux propriétés allélopathiques,
telles queCrotalaria spectabilisconduit a une réduction de l'incidence du flégieent
bactérien, bien qu’en présence de la souche éntergerR. solanacearumextrémement
agressive. L’effet bioprotecteur de la mycorhizatest significatif mais inférieur a 'effet de
C. spectabilisNous avons pu associer les 4 organismes étudesofnateC. spectabilisR.
solanacearunetR. irregularis)et observer les dynamiques du flétrissement haotébtenus
avec les systemes associ@ntspectabilisa la tomate via un réseau dense de mycéliuR.de
irregularis. Cependant les difficultés techniques liees auxtramtes d’entretien des
systemes, inhérentes aux dispositifsvitro utilisés dans les expérimentations, ne nous ont

pas permis d'interpréter statistiquement les rasult Par ailleurs, les mécanismes
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moléculaires impliqués sont complexes et resténvestiguer par des outils qui n’étaient pas
accessibles sur place (suivi des exsudats racend@€. spectabilidans le temps, marqueurs
moléculaires d’induction des défenses de la tonmteroscopie pour évaluer la colonisation
racinaire, etc.). Le développement d’'un design expntal qui permette d’analyser les
échanges entre plantes, reliées par un réseau Inigieor et soumis a des agents pathogenes,
fait partie des travaux a venir programmés dansdere du projet REACTIOR. La
pérennisation des processus bioprotecteurs au chpmprait étre assurée par le
développement de réseaux mycorhiziens via I'asBonide plantes mycorhizotrophes, d'une

part, et le transport des molécules allélopathigdeme plante donneuse a une plante
réceptrice, d’autre part. Ces hypothéses n'ontrenemais été validées (Barto et al. 2012).

Dans le troisieme chapitre face a la diversité des leviers et des échelbagtidn offerts par
I'ingénierie agroécologique pour la conception wente de « systemes de cultures
bioprotégés », nous montrons que le choix desredépend du contexte agrosystémique et
territorial. De plus, contrairement au transfert deéechnologies (produits
phytopharmaceutiques, variétés résistantes) quiefuinles systémes actuels confrontés a
'émergence continue de nouvelles problématiquesytoghnitaires, une démarche
d’ingénierie agroécologique permet la co-constoucti’'une grande diversité d’innovations
qui peuvent émerger a différentes échelles. L'ingtion des acteurs du systeme d’innovation
agricole local (agriculteurs, conseillers, chercbeeic.) dans des démarches participatives,
permet d'identifier les freins et de co-construgles propositions d’action innovantes.
L’analyse d’'un premier échantillon d’agriculteurammiquais (maraichers et arboriculteurs
sensibilisés aux démarches d’agroécologie) montiengmeilleur apprentissage augmente la
capacité des acteurs a faire des propositions lpwar les freins liés a la conception et a la

mise en ceuvre d’innovations agroécologiques.

1.2 Outils

En termes de produits génériques: 2 grilles d’a®alt 2 outils innovants ont été concgus et

développés. Une attention renforcée sera portéara«situation d’usage » pour continuer le

8 REACTION : REgulations naturelles et leviers dACTION : Focus sur la bioprotection préventive de la tomate
par les symbioses mycorhiziennes. Projet Métaprogramme INRA SMaCH (Subtainable Management of Crop
Health), appel a projets 2014 « Mobiliser les régulations naturelles, surveiller, diagnostiquer, anticiper les risques
pour la santé des cultures ». Coordination M Chave
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processus de conception innovante de chacun d'eaxr¢Cerf et al. 2012).

Le premier chapitre propose une grille d’analyse « pratiques agroépglees-processus-
fonctions » en différentiant 3 fonctions pour l'érgerie agroécologique, appliquée a la
protection des cultures contre les maladies du saduire I'inoculum du sol, bioprotéger les
racines, neutraliser les interactions avec la plafte cadre a été utilisé pour I'analyse
bibliographique des publications qui évaluent destégies de gestion agroécologiqueRie
solanacearum Il pourrait étre transposé a I'étude d’autresndggathogenes telluriques

(nématodes, champignons, oomyceétes phytopathogenes)

Dans le troisieme chapitre nous proposons une grille d’analyse générique pantifier
des leviers d’action visant a mobiliser des inteoss écologiques favorables ou défavorables
pour contribuer a la santé des cultures. Outil agogur I'exploration de nouvelles voies de
régulations naturelles, cette grille permet égaldnme comparer des stratégies mises en
ceuvre (i.e. systemes conventionnels/systemes agogégues).

La grille des ABCs nous a permis de positionnerve®s explorées dans les chapitres
précédents dans un cadre multi-scalaire et d’ifientde nouvelles voies de régulation
naturelles pour la santé des cultures. Elle a pgdicuée aux interactions entre plante et
microorganismes (i) pathogénes d'une part (avecfasns surR. solanacearuinet (ii)
bénéfiques d’autre part (avec un focus Ruirregularig. Sa portée générique et son utilité
pour positionner et identifier de nouvelles voies régulation pour la santé des cultures
pourront étre confirmées a partir d'autres casudiét Il s’agirait par exemple de mener une
analyse systémique, a différentes échelles, dedégies de régulation naturelles des
ravageurs aériens telles que la lutte biologigueaggalimatation ou par lachers inondatifs
(Add), la gestion des couverts végeétaux qui faemtisles parasitoides ou les prédateurs
(Boost), la mise en place de corridors écologiqges favorisent la circulation des
biodéfenseurs entre parcelles (Connect), les gtemtéush-pull ou par la mise en place de
filet insect-proof (Avoid). Une approche de condaptinnovante pourrait permettre
d’identifier et d’explorer de nouvelles stratéges régulation, voire d’élargir la grille des
ABCs.

Parmi les produits innovants congus a partir desltgs duchapitre I1.1., un dispositif

optimisé de mycorhizatiomn farm basé sur la mobilisation de réseaux de mycorhizes
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indigénes est en cours de développement. Il sesaemiceuvre dans le cadre du projet
REACTION.

Par ailleurs, suite aux besoins exprimés dansdecode la démarche participativehépitre
[11.2.) un outil intermédiaire permettant, d’une partfaeoriser les apprentissages et, d'autre
part, d'analyser ces apprentissages a été congiladiorme d’'un jeu de plateau. Elaboré
dans le cadre du projet REACTION, il sera utilisé eours des ateliers participatifs
programmés dans le projet SYSTEMY@ans différentes régions : Guadeloupe, Roussillon,

Provence-Alpes-Cote-d’Azur.

I.3 Démarche de conception innovante

Le formalisme de la conception innovante a étéisatilpour construire et présenter la
démarche de cette these, ainsi que ses résultafsrinalisation des étapes du raisonnement
via la théorie C-K a permis d’ « explorer sans &petser, et sans s’enfermer dans des
directions choisies arbitrairement », en comparag® méthodes dites « de créativité » ou de
« conception réeglée » (Le Masson et al. 2006). eCdé#marche a permis de mobiliser
différents types de connaissances - issues delysmnde la littérature, de I'expérimentation,
de savoirs profanes, de I'analyse du contexte se@mmomique - qui permettent d’affiner un
concept initial jusqu’a la « co-conception de sysé de culture innovants recourant aux
plantes mycorhizotrophes pour la bioprotectionadmimate ». En Martinique ces systemes de
culture associent tomates Aftium fistulosumen interrang, ou s’appuient sur des dispositifs
de mobilisation de mycorhizes indigénes on-farmoralqu’'une démarche de conception
réglée aurait pu conduire a la production d’'un pibd base de racines mycorhizées, le type
d’objet produit n’était pas prévisible au débutmidre processus de conception. A l'issue de
notre démarche, c’est une organisation collectigseéb sur I'exploitation de mycorhizes

locales (projet RITA2 MYCOBIOTECH) qui est proposaasi que des outils (dispositif, jeu,

9 SYSTEMYC : Conception de SYSTEmes de culture basés sur l'utilisation de la MYCorhization pour le
biocontrble des bioagresseurs telluriques de la tomate. Projet Pour et Sur le Plan Ecophyto, appel a projets 2014
« Contribuer a I'essor du biocontrole ». Coordination M Chave
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bibliothéque de propositions) mobilisables par &dhts acteurs pour de nouvelles
explorations.

Au cours de cette thése, les transitions entre ithapexplicitent le cheminement de la
conception au sein d’ « espaces de travail, dasgukls les apprentissages nécessaires au
raisonnement de conception sont possibles », appekspaces de conception » dans la
théorie C-K (Le Masson et al. 2006). L'espace daception est «issu» d'un espace
d’exploration plus global, « espace de pilotage lalevaleur » qui initie les espaces de
conception et en synthétise les apprentissageshédaie C-K s’appuie sur I’ « espace de
pilotage de la valeur » pour proposer des outilsndaagement de la fonction Innovation qui
permettent d’organiser le processus de conceptammi{és décisionnels, planification,
évaluation des codts, définition des criteres dessiée etc.) (Le Masson et al. 2006, p.290).
La théorie C-K est une théorie du raisonnementateeaption a vocation universelle. Elle a
donné lieu a des avancées en sciences de gestibdt pburnées vers les entreprises
industrielles pour les aider a développer desé&gras d’'innovation, a se doter d’outils et de
méthodes de conception et de nouvelles formes aisgtion. Dans certaines entreprises, la
fonction Innovation s’est matérialisée par la dagrati’'un service différencié des services de
Recherche et Développement tel quénieovation Hubde Thalés par exemple (Weil 2014
communication pers.).

La mise en ceuvre d'outils et de méthodes de coiocefitées de la théorie C-K dans le
domaine agricole, comme I'a proposée Berthet (20a@sente de nombreuses différences
avec une application au domaine industriel. Dardoleaine agricole, la diversité des acteurs
impliqués dans le processus de conception est amer Les verrouillages cognitifs et socio-
techniques sont nombreux. Agriculteurs, pouvoirsblips, industriels, conseillers,
prescripteurs, chercheurs, ont des cultures, degaéces, des intéréts et des objectifs
différents, qui peuvent parfois étre antagonistesnecompatibles (Berthet 2013). De plus la
question de la légitimité des « concepteurs » sg.pbe passage d’approches linéaires de
I'innovation & I'approche interactive « systememuaovation agricoles » demande la mise en
ceuvre de dispositifs d’'interface et de gouvernasee’innovation agricole a différentes
échelles territoriales (Chave et al. 2012). La eeche agronomique tient une place
particulierement importante pour la construction lde gouvernance de la conception
innovante en agriculture. Alors qu’elle est jusqu'imajoritairement orientée vers la
production de connaissances transférées ou difupée d’autres, l'intégration a une
dynamique patrticipative de conception innovantenésessaire dans le cadre du changement

de paradigme associé a la transition agroécologique
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II.  Quelques difficultés et limites du travail présenté

II.1 Ingénierie agroécologique et incertitudes

Soulignons que la mise en ceuvre de démarches diargg agroécologique s’inscrit dans un
contexte de fortes incertitudes. Ces dernieresdmuiverses natures :

i) scientifique : les connaissances se construiseiiinere, la production et le transfert de
connaissances ne relevent plus seulement de déssadelscendantesais sont de plus en
plus le fait d’interactions entre acteurs. Ce cet@al’incertitude induit de la confusion et
tend a altérer le crédit scientifique ;

i) relationnelle: comme un grand nombre d’acteumgerviennent désormais dans la
production et le partage des connaissances, cesaaxi acteurs de la chaine d’innovation
doivent se coordonner et mettre en place des emitie fonctionnement ;

iii) liee a I'’évolution du métier de I'agriculteurce dernier est en effet sur-sollicité pour faire
eémerger et s’approprier de nouvelles pratiquesajoe le message technique n’est pas lui-
méme stabilisé, et que I'agriculteur n’est pasisafiment accompagné pour souscrire au
nouveau paradigme technologique.

Dans ce contexte de multiples incertitudes, l'inptétude et le manque d'acces aux
connaissances sont des freins majeurs a la coonegi a |'adoption de pratiques

agroécologiques (Angeon et al. 2014).

[I.2 Transition agroécologique

Cette thése propose une démardpé s'inscrit dans la dynamique de la transition
agroécologique, c’est a dire une démarche holistittansdisciplinaire, participative, orientée

vers I'action et située (territorialisééylendez et al. 2013, Duru et al. 2014, Angeon et al
2014). Certaines difficultés et limites de ce tydg®@pproche doivent cependant étre

soulignées.

i) Le caractere holistique permet d’envisager desplémentarités ou des synergies entre
processus de regulation naturelle mais il néceégidement d’identifier les rétro-actions, les
interactions défavorables, d'arbitrer les compromisd’anticiper les dis-services ce qui

requiere également une démarche exploratoire.
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i) La transdisciplinarité, qui nécessite de créervisien commune des problématiques et de
leurs solutions, se heurte a de nombreux verrgea#iacognitifs issus de routines défensives
de la part de tous les types d’acteurs.

iii) L'orientation vers I'action dans un contexte dorte incertitude est difficile & mettre en
ceuvre : les acteurs ne sont pas préts a prendainserisques. Le codt et la durée de la phase
de transition sont limitants.

iv) La dynamique participative doit répondre autemtes des utilisateurs, les agriculteurs
dans notre cas. Les critéres de crédibilité, léufié et saillance doivent étre respectés (Cash
et al. 2003, Martin 2015). Le positionnement durcheur est délicat entre les fortes attentes
des acteurs de terrain sollicités et la nécessitéédrer les démarches dans un cadre
scientifique global.

v) La nécessitée de situer les démarches d’ingéni@groécologique questionne leur

généricité.

IIl. Santé des cultures et innovation: ouverture de Il'espace des

alternatives

1.1 Bioprotection rhizosphérique

Ce travail de thése a permis I'exploration d’'uncapt nouveau de gestion de la santé des
cultures pour la conception de « systemes de esltbioprotégés par la mobilisation de
processus rhizosphériques ». Il s’appuie sur lepgsitions de différents auteurs, tels que
Duhamel et Vandenkoornhuyse (2013), Gopal et atLgp, Orrell et Bennett (2013), Berg et
al. (2014), encourageant I'exploitation du « secg@nome des plantes » et considérant les
plantes et leur microbiome associé comme des mgasmes otolobiontegHartmann et

al. 2014). La littérature récente est particuliezaimriche sur cette thématique. L’ensemble
des auteurs s’accorde ainsi a dire que I'immertséser » de biodiversité que représentent les
microorganismes de la rhizosphere, va ouvrir develbes perspectives pour une production
agricole durable dans le contexte des changemétiaux. Ainsi, les progres sans précédent
des technologies d’étude des interactions entmetggaet microorganismes rhizosphériques
(métagénomique, transcriptomique, métabolomique agtres —omiques) permettent
d’'imaginer des modalités originales d’exploitatis ces micro-organismes. Nous ne sommes

gu’au tout début de I'utilisation de la premiereis® de biodiversité au monde !
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Différents leviers sont proposées dans la littéeatuintégrer la capacité des plantes a créer
des symbioses aux criteres des sélectionneurs (@bpd. 2013) ; caractériser, multiplier
pour ré-inoculer des communautés microbiennes ssslge sols suppressifs dans d’autres
parcelles, ou modifier génétiquement ces commueadins |'espoir d’optimiser leur
efficacité (Sanders 2010), « tayloriser » I'enrabatps graines avec des microorganismes
symbiotiques (Orrell et Bennett 2013). Les prinaydeviers proposés sont actionnables a
une échelle globale: sélection variétale, prodactle complexes microbiens sélectionnés ou
modifiés génétiquement destinés a l'inoculationroduction d’agents de biocontréle dans
I'enrobage des graines. Ces différentes propositiinscrivent trés majoritairement dans les
stratégies actuelles de protection des plantentvidaoptimiser ou substituer les intrants
(qu’ils soient ou non biologiques). Par projectifong terme dans des stratégies de gestion
de la santé des cultures au champ, on peut imadeseinnovations du méme type que celles
qui sont portées par le paradigme productivistetéps par le méme type de trajectoires
descendantes, inscrites dans le régime socio-ehrdominant. Elles s’inscrivent dans une
perspective d’écologisation faible de I'agriculti2uru et al. 2014). Duru et al. distinguent
en effet «deux formes de modernisation écologique de l'adiice. La forme « faible »
correspond a la mise en ceuvre de bonnes pratiqoes gméliorer I'efficience des intrants
ou en réduire les impacts environnementaux. La éokmprofonde » correspond a un
changement de paradigme dans la mesure ou l'onchbleer substituer aux intrants
classiques (notamment chimiques) les services eerghr la diversité biologique des
agroécosystéemes. Sa mise en ceuvre est complekestanécessaire de réviser les modes de
gestion des exploitations, des filieres et deso@s®s dans un territoirex Or les processus
rhizosphériques sont extrémement complexes etadenombreux facteurs influencent les
communautés microbiennes de la rhizosphere (Ber@nealla 2009). La gestion de la
durabilité des processus mobilisés de méme quédidipation des dis-services, sont des
guestions cruciales.

L’exemple de la mobilisation des mycorhizes préSemdéns cette these, montre que des
stratégies alternatives mobilisant les micro-orgamgis indigenes peuvent étre explorées et
présentent de réels atouts quant a la durabilgépdecessus. Adaptés aux conditions locales,
les micro-organismes qui seraient récoltés sur pareelle, multipliéson farm par des
dispositifs dédiés a I'extérieur de la parcelle, réintroduits par la suite, présente une
probabilité plus élevée d'installation durable, Saexposer a priori au risque d’invasion
d’écosystemes non-cibles. lls peuvent aussi étrkiptés directement sur la parcelle par

I'association de plantes mycorhizotrophes. Une tathplification d’un processus écologique,
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source de services écosystémiques intrants, dtirdams une perspective « d’écologisation
profonde » de l'agriculture (Duru et al. 2014). Goenous I'avons montré elle doit étre
appuyée par des actions a différentes échelles.c@state cependant que, malgré un
consensus de la part des chercheurs sur la partirtEnmobiliser les mycorhizes indigenes et
sur sa faisabilité (chapitre 11.1), trés peu deggide recherches ont pour objectif d’explorer
cette biodiversité (Angeon et Chave 2014). La neseceuvre de démarches participatives

locales doit étre encouragée pour une « écologisatiofonde » de I'agriculture.

1.2 Réseaux mycorhiziens et agriculture

L’exploitation des réseaux mycorhiziens en agrig@test une approche innovante. Les
processus de facilitation, de distribution des oesses ou d’échanges de molécules entre
plantes via les réseaux mycorhiziens commencenjuste a étre explorés alors que I'impact
écologique des mycorhizes, est largement reconms®icié a une tres large distribution
(gamme d’hétes importante, présence dans de nomlgeasystemes) (Van der Heijden et
Horton 2009). L'exceptionnelle durabilité des syodss mycorhiziennes, qui ont passé avec
succes « le filtre de I'évolution » depuis plus4f® millions d’années, souleve toujours de
nombreuses questions. L'intérét réciproque desepaites - plante et champignon- a été
déemontré dans différentes études telles que cell€iers et al. (2011) qui montre comment
plantes et champignons monnayent leurs échangssiau’'un «plant-fungi market-place
(Selosse 2011). Cette réciprocité n’existe cepdangas ou plus dans certaines interactions
mycorhiziennes (cas des orchidées par exemplendd@reux mécanismes du signalement
de défense via le réseau mycorhizien ne sont ermpuogethéoriques. Le signal pourrait par
exemple ne pas étre chimique mais électrique (Bahilet al. 2013.). Achatz et al. (2014)
montrent, pour la premiére fois au champ a notr@nassance, que les hyphes
mycorhiziennes jouent un réle important dans I'ekiten de la zone d’action des molécules
allélopathiques. lls démontrent que les réseauxonyziens souterrains sont susceptibles de
constituer des « autoroutes » qui facilitent lesport des molécules allélopathiques tel que
I'ont proposé Barto et al. (2012) avec le model&ae (Network Enhanced Bioactive Zone
model). Notons que si les réseaux mycorhizienditiami le transport de molécules, le propre
métabolisme du champignon doit également étregorisompte.

L'intégration des réseaux mycorhiziens dans la eption innovante de systémes de cultures
contribue a renforcer le passage d’une vision pgitée de la « protection des plantes » a

une vision holistigue de la «santé des culturesta. perspective d’exploitation de
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collaborations entre plantes via la circulationndelécules allélopathiques ou de molécules
signal, voir de microorganismes bénéfiques, ouweaétlles perspectives de conception de
systemes de cultures bioprotégés durablement. Badbit al. (2013) évoque, par exemple, la
culture de plantes « sentinelles » qui seraient pemmieres attaquées et « diffuseraient
I'alerte » pour le reste de la culture via les aésemycorhiziens. Les dis-services potentiels
devront bein sir également étre explorés. Le dgpelment de méthodes et d’outils pour
étudier les interactions entre plantes en résedeues effets de bioprotection vis-a-vis des
bioagresseurs (tels que les systemes mis en ccawie ld chapitre 2.2) est tout aussi
nécessaire que lintégration des connaissances elesivsur ces interactions dans les

démarches de conception.
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Nos recherches ont porté sur I'exploration d’alines aux stratégies conventionnelles de
protection des cultures par une démarche d'ingénagroécologique. Cette démarche, visant
la conception de systemes de cultures bioprotégést appuyée sur des interactions
multiples entre différents types de connaissanoasent incompletes et incertaines (savoirs
scientifiques, savoirs des agriculteurs, éléments abntexte socio-technique) dont
'assemblage a requis la mise en ceuvre d’'une mékhgié de conception innovante. De
nouvelles stratégies de régulation des bioagressealprisant les services rendus par la
biodiversité ont ainsi pu étre explorées. Certainpseuves de concept » ont été apportées et
continueront a étre investiguées. Dans cet objentiis avons congcu et mis en ceuvre
différents types d’interfaces permettant de parntagede faire progresser les connaissances
(dispositif expérimental, atelier participatif, ebjintermédiaire, grille d’analyse générique).
Ces outils ont contribué a la co-construction d’'wigon transdisciplinaire de systemes de
cultures recourant aux plantes mycorhizotrophes.

Les connaissances et outils produits dans cettee théront mobilisés et développés dans
d’autres contextes agro-systémiques et territor@dans le cadre des projets REACTION et
SYSTEMYC que je coordonne aujourd’hui. Ces projesent en effet a valoriser les réseaux
mycorhiziens pour la santé des cultures maraich@yetsemes de cultures tomate en plein
champ ou sous abris froids, inscrits dans une dimsnde réduction d'intrants (i.e.
agriculture biologique, permaculture, agroforesfeen Guadeloupe, Provence-Alpes-Cote-
d’Azur, Languedoc-Roussillon et Pyrénées Orientales

Cette dynamique pourrait étre élargie a des tenegoou I'agriculture familiale est fortement
représentée Ces systemes réunissent, dans de nombreuses osifijaties conditions
favorables au développement de démarches d’ingérigroécologique, du fait des pratiques
qui y sont développées (faible apport d’intrantdfures associées, etc.) et de la capacité des
agriculteurs a s’adapter et a s’organiser. Ce gantilleurs, les systemes les plus représentés
numériquement aujourd’hui et pour lesquels les lenjde satisfaction alimentaire d’'une

planéte en démographie croissante devront étris.sais
L’inscription de ma thése dans une démarche d’ilg&nagroécologique m’a permis d’étre

moi-méme a linterface entre différents types dennaissances et différents acteurs,

positionnement qui correspond a ma sensibilité.
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ANNEXE 1 : Implementing the agroecological transition: weak or strong
modernization of agriculture? The example of the mycorrhiza supply
chain in France
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Abstract

The modernization of agriculture is under scrutiltys currently debated within the growing
concept and practice of agroecology that appliesogal fundaments to the design and the
management of sustainable agroecosystems. In matte¥cologization of agriculture,
agroecological transition may be considered asialgged pathway. It relies on two main
forms: the weak (that intends to reduce the usghemicals by alternative practices such as
their substitution by biological inputs) versusosiy modernization of agriculture (based on
the valorization of biodiversity providing ecosysiie services). In this article, through an
analysis of the technological innovations usedtfierenhancement of mycorrhiza (symbiotic

interactions between plants and soil microorganjsassan illustration of the implementation
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of the agroecological transition in France, we wemith what extent a strong modernization
of agriculture is likely to occur.

This paper shows how the conceptual framework a@iostechnical regime is useful to

analyze the dynamics of the agroecological tramsitiOur demonstration relies on an
empirical material (survey of the main actors @& thycorrhiza supply chain) that permits to
understand how is structured the dominant systedrhaw it impedes the development of the
alternative niche. We then give some prerequisitésrms of public action to define in what

extent the niche can be supported and can contpe®itrent system.

Key words: Agroecological transition, socio-technical regimechnological paradigm,

evolutionary economics
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ANNEXE 2 : Exemples de biocontroéle des bioagresseurs telluriques de la

tomate induit par la mycorhization en conditions contrélées

Bioagresseur Souche de Incidence sur la| Effet sur la plante Références
CMA maladie

Bactéries

Pseudomonas syringae¢  G. mosseag Diminution Augmentation de la Garcia-

significative des CFU

croissance des plantesGarrido

&

de Ocampo,
P.  syringae par 1989
gramme de soO
rhizosphérique
Ralstonia G. versiforme | Diminution des| Augmentation de la Zzhu & Yao
solanacearum populations de R.|teneur en phénols2004
solanacearum des tissus racinaires
(rhizosphére, racines,
xyléme)
Champignons
Alternaria solani G. Diminution Aucun effet Fritz et al.,,
intraradices significative de 2006
BEG 87 l'infection
Fusarium oxysporum f. G. Sévérité : — 10 a T Aucun effet sur lg Datnoff et al.,
sp. radicis-lycopersici | intraradices 34% production de fruits | 1995
G. Séveérité : — 12% Poids frais  ded#\kkopru &
intraradices racines : +48% Demir, 2005
OM/95
G. Plantes infectées : rRendement: +14.3% Utkhede, 2006
monosporum | 30%
G. etunicatium| Diminution de| Augmentation de la Ren et al,
l'indice de la maladie| croissance racinaire | 2010
Rhizoctonia solani G. mosseaénfection racinaire : -{ Poids  frais deg Berta et al.,
BEG12 87% racines : + 198% 2005
Nématodes
Meloidogyne incognita| G. mosseae Nombre de juvéniles Pas d'effet significatiff Talavera et
BEG12 : - 85% al., 2001
Nombre de femelles |.
- 75%
G. coronatum | Galles : — 42% Pas d'effet significatif = Diedhiouet
al., 2003
G. mosseag Infection Vos et al,
BEG12 significativement 2013
plus faible
Oomycetes
Phytophthora G. mosseae | Nécrose racinaire : | Diminution de la| Trotta et al.,
parasitica 63 and -89% perte de poids 1996
G. Diminution de la Lousiane et
intraradices colonisation al., 2010
G. mosseae | racinaire  par g
pathogéne
G. mosseae Nécrose racinaire : + Poids  frais  des Cordier et al.,
BEG12 50% racines : +121% 1996
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ANNEXE 3 : Exemples de produits a base de mycorhizes homologués en

France

(http://e-phy.agriculture.gouv.fr/telechargementitmue_MF_2013_07.pdf)

Produits Société Nationalité Homologation Premiére Remarque
AFSSA/ANSES homologation
n°
Agribiotech ITHEC / Canada 6080001 2008, extension | Produit
MYC LALLEMAND en 2010 identique a
PLANT CARE Premier Tech
MC 101
Endorize Agronature SAS | France 9810002 1998, Requalification
renouvelé en en engrais
2010 refusée en 2010
Glomygel Valorhiz France 2011-9042 2012
Mycor
Ozor IFTECH France Ozor : 1301002
Mycor : Ozor: 2012
1301001
Mycor : 2013
Premier Tech Premier Tech Canada 2012-2744, 2013 Produit
MC 101 Biotechnologies dossier lié identique a
n°60604 et Agribiotech
2010-912 MYC
Solrhize Agrauxine France 1020004 2002
(filiale Lesaffre)
Symbivit Inoculum Plus France 2012-0098 2012 Mélange de 10

souches
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ANNEXE 4 : Différentes stratégies de mycorhization

Origine des CMA Production Itinénaire Références
Gryndler et al., 2003
in vivo Inoculation de propagules Millner and Kitt, 1992
Collection
in vitro Bécard and Fortin,
1988
Voets et al., 2005
Graines enrobées de | Adholeya, 2013
propagules
Indigénes Inoculation de propagules Biancotto, 2012
in vivo en pépinieres
locales
in vivo sur Douds et al.,
I’exploitation 2012 ;2004 ;2005
Pellegrino et al., 2011
Rotation culturale avec plantes mycorhizotrophes Karasawa et al., 2001
Vestburg et al., 2005
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ANNEXE 5. Résultats des tests statistiques du chapitre I1.2

Evaluation in vitro du potentiel bioprotecteur de.Rrregularis MUCL 41833 contre le

flétrissement bactérien de la tomafextrait mémoire de P Crozilhac, 2013, p. 44)

L'expérience a été répétée trois fois dans les méoomditions. Nous présentons ici les
résultats du suivi du flétrissement selon le poutage de plantes flétries (PWP).

Les tests de normalité et d’homogénéité de la maeasur les résidus étant valables pour les
facteurs étudiés, la signification des résultatd’ietidence des traitements ont pu étre
analysées grace a des analyses de variances (AN@WJégle mixte, avec effet aléatoire sur

les plantes et des tests de Student (p < 0.05).

Test des effets

Facteurs testés P-value
Jours < 0,0001*
Traitement < 0,0001*
Jour x Traitement < 0,0001*
Expériences 573

Une analyse des différents effets pris en compts datre modele (ANOVA) montre un effet
significatif du ‘jour’, du ‘traitement’ et de l'imraction ‘jour*traitement’ sur le flétrissement
bactérien. En revanche le facteur ‘expérience’paia montré d'effets significatifs. Il nous est

des lors possible de grouper les résultats de ehaxpérimentation.

Nous considérons dans un premier temps, les résdkas trois expériences séparément, pour
I'analyse des graphiques, puis dans leurs glolsghtéir les analyses de PWP et d’AUDPC.
L’évolution du flétrissement bactérien est suivie les 12 plantes de chaque traitement. Dans
un premier temps. Pour les trois expériences, dsesltats des tests de Studemt£ 0.05)
montrent un effet significatif du traitement (Myd Myc -) sur la phase transitoire (intervalle
qui sépare I'apparition des premiers symptémesldéttidsement et le flétrissement complet
de la plante. Un test de Student £ 0.05) a montré un effet significatif du traitembe la

phase transitoire est significativement plus londags le cas du traitement avec les plantes

mycorhizées quelle que soit I'expérience.



Selon cette méthode d’évaluation du flétrissemanttest de Studentx( = 0.05) sur les
moyennes du PWP pour chaque expérience montréfatrsignificatif du traitement a partir
du septieme jour aprés inoculation.

L’analyse statistique de I'ensemble des donnéestars expériences montre de facon
significative, que 75 % des plantes mycorhizéesqM)ysont flétries avec un retard 2,55 +

0.36 jours par rapport aux plantes non mycorhigels -).

Analyse du nombre de jours au bout desquels 75% desantes sont flétries.

PWP — Pourcentage de plantes flétries

75 % des plaritésies

Traitement®
MYC + /R + 10,11z 0.36 jours (A)
MYC-/R + 7,56 £ 0.36 jours (B)

& Moyenne des moindres carrés des trois expérieniess;valeurs suivies de lettres différentes sont
significativement différentes au seuil p < 0.054fTée StudenfjMyc+/ R+ : Plants de tomates pré-mycorhizés
inoculés ave®R. solanacearumMyc-/ R+ : Plants de tomates non mycorhizés ufég avedR. solanacearum.

L’analyse statistique (test de Sudantt 0.05, sur la moyenne des moindres carrés des deu
traitements, les trois expériences confonduesineede mettre en évidence des différences
significatives. LAUDPC des plants de tomates mnées est significativement inférieure

de 21 % a celle des tomates non mycorhizées.
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ANNEXE 6. Résultats des tests statistiques du chapitre I11.2.

Test de Fisher

Y a-t-il une corrélation entre le niveau d’appres$ige et la capacité a lever les freins

identifiés ?

Test F de Fisher/Test bilatéral :

Intervalle de confiance autour du rapport des vaga :

10,385; 2,596 [
Rapport 1,000
F (Valeur observée) 1,000
F (Valeur critique) 2,596
DDL1 18
DDL2 18
p-value (bilatérale) 1,000
Alpha 0,05

Interprétation du test :

HO : Le rapport entre les variances est égal a 1.

Ha : le rapport entre les variances est différent d

Etant donné que la p-value est supérieure au nigeasignification seuil alpha=0,05, on ne
peut pas rejeter I'hypothese nulle HO.

Le risque de rejeter I'hnypothese nulle alors qe'elt vraie est de 100%.

Test de Spearman

Quelle est l'intensité de la corrélation entre ieeau d’apprentissage et la force des freins

identifiés ?

Matrice de corrélation (Spearman)



Variables Rg Apprentissage Rg Freins

Rg Apprentissage 1 0,761
Rg Freins 0,761 1

Les valeurs en gras sont différentes de 0 a uranide signification alpha= 0,05

p-values :

Variables Rg Apprentissage Rg Freins
Rg Apprentissage 0 0,000
Rg Freins 0,000 0

HO : Les variables ne sont pas corrélées

Ha : Les variables sont corrélées
Etant donné que la p-value est inférieure au niwkasignification alpha=0,05, on doit rejeter

I’hypothese nulle HO et retenir 'lhypothése altenveaHa.

Test de Student

Les « bons apprenants » sont-ils significativendéifdrents des « moins bons apprenants » ?

Différence 1,091
t (Valeur observée) 4,750
|t| (Valeur critique) 2,131
DDL 15
p-value (bilatérale) 0,000
Alpha 0,05

Interprétation du test

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0

Ha : La différence entre les moyennes est différeletO.

Etant donné que la p-value est inférieure au niwkasignification alpha=0,05, on doit rejeter
I'hypothése nulle HO et retenir I'hypothese alteéiveHa.

Le risque de rejeter I'hnypothese nulle HO alorsetja’est vraie est inférieur a 0,03%.
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Tests de Student

Les « bons apprenants » lévent-ils mieux les freuesles « moins bons apprenants » ?

* Frein préoccupations environnementales
Test t pour deux échantillons indépendants/Teatédr#l :

Frein « préoccupations environnementales/cohorteons apprenants »s « mauvais

apprenants »

Différence 0,870
t (Valeur observée) 2,600
|t] (Valeur critique) 2,131
DDL 15
p-value (bilatérale) 0,020
alpha 0,05

Interprétation du test

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0

Ha : La différence entre les moyennes est différeetO.

Etant donné que la p-value est inférieure au niwkasignification alpha=0,05, on doit rejeter
I’hypothese nulle HO et retenir 'lhypothése alteveaHa.

Le risque de rejeter I'hnypothese nulle HO alorsetja’est vraie est inférieur a 2%.

* Frein d’expérience
Test t pour deux échantillons indépendants/Teatdr#l :

Frein « expérience/cohorte « bons apprenamtsimauvais apprenants »

Différence 1,167
t (Valeur observée) 2,410
|t] (Valeur critique) 2,120
DDL 16
p-value (bilatérale) 0,028
Alpha 0,05

Interprétation du test
HO : La différence entre les moyennes est égale a 0
Ha : La différence entre les moyennes est différetO.



Etant donné que la p-value est inférieure au nikmasignification alpha=0,05, on doit rejeter
I'hypothése nulle HO et retenir I'hypothese alteéiveHa.
Le risque de rejeter I'hnypothese nulle HO alorsetja’est vraie est inférieur a 2,84%.

* Frein « aversion au changement »
Test t pour deux échantillons indépendants/Teatédr#l :

Frein « aversion au changement/cohorte « bons agpt® »s « mauvais apprenants »

Différence 0,948
t (Valeur observée) 2,482
|t| (Valeur critique) 2,110
DDL 17
p-value (bilatérale) 0,024
alpha 0,05

Interprétation du test

HO : La différence entre les moyennes est égale a 0

Ha : La différence entre les moyennes est différeetO.

Etant donné que la p-value est inférieure au niwkasignification alpha=0,05, on doit rejeter
I'hypothése nulle HO et retenir I'hypothese alteéiveHa.

Le risque de rejeter I'hnypothese nulle HO alorsetja’est vraie est inférieur a 2,38%.

* Frein « contrainte agronomique»
Test t pour deux échantillons indépendants/Teatédr#l :

Frein « contrainte agronomique/cohorte « bons aygmis »vs « mauvais apprenants »

Différence 0,958
t (Valeur observée) 2,341
|t] (Valeur critique) 2,120
DDL 16
p-value (bilatérale) 0,033
alpha 0,05

Interprétation du test
HO : La différence entre les moyennes est égale a 0
Ha : La différence entre les moyennes est différetO.
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Etant donné que la p-value est inférieure au niwkmasignification alpha=0,05, on doit rejeter
I'hypothése nulle HO et retenir I'hypothese alteéiveaHa.
Le risque de rejeter I'hnypothese nulle HO alorsetja’est vraie est inférieur a 3,25%.



