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Résumé

Interroger la plante pour en déterminer son statut azoté est la stratégie utilisée en
cours de saison pour le raisonnement de la fertilisation azotée des cultures de plein
champ.

L’établissement d’une méthode de référence permettant I’évaluation du statut
azoté en culture de pommes de terre a nécessité d’établir, en premiére étape, la
courbe critique de dilution de I’azote (N) en Belgique pour la variété Bintje et d’en
déduire I’indice de nutrition azotée (INN). L’INN est I’indicateur de référence
reconnu pour I’évaluation du statut azoté¢ d’une culture en cours de saison. L’INN a
permis de définir ’optimum azoté de la culture pour assurer la production et le
maintien d’un couvert végétal optimal nécessaire & I’obtention du rendement
maximum en tubercules. Cependant, cette méthode de référence est basée sur un
échantillonnage intrusif et donc laborieux et consommateur de temps qui rend son
application a 1’échelle du champ difficile a mettre en ceuvre. Dans ce cadre, des
méthodes optiques rapides sont souvent utilisées en cours de saison culturale pour
1’évaluation du statut azoté en culture de pommes de terre de plein champ.

Afin de remédier aux limitations des méthodes optiques usuellement utilisées en
plein champ et qui reposent sur 1’estimation de la teneur en chlorophylle des feuilles
(limitations liées a la saturation des mesures, au retard ou au défaut de détection par
rapport a ’entrée réelle en carence azotée et au manque de spécificité des mesures
vis-a-vis de I’N), une nouvelle approche a été étudiée pour 1’évaluation du statut
azoté en culture de pommes de terre. Cette approche est basée sur la signature de la
fluorescence chlorophyllienne (ChlF) pour I’estimation de la teneur en composés
phénoliques des feuilles, plus spécifiqguement les flavonoides.

Les potentialités des mesures de la ChIF des feuilles ont été évaluées par
comparaison avec des mesures optiques sur le feuillage en cours de saison durant
trois années (2012, 2013 et 2014) pour deux variétés de pommes de terre cultivées
en Belgique (Bintje et Charlotte) et recevant des doses croissantes de fumure azotée.

Les résultats indiquent que les mesures de ChIF basées sur I’estimation des
flavonoides comme indicateurs foliaires du statut azoté de la culture, et combinés a
la teneur en chlorophylle des feuilles, sont les plus pertinentes pour 1’évaluation du
statut azoté comparativement aux mesures de transmittance ou de réflectance. Les
potentialités des mesures de la ChlF mises en évidence pour 1’évaluation du statut
azoté en culture de pommes de terre sont i) la sensibilit¢ de réponse tout
particulierement en couplant les indicateurs flavonoides aux indicateurs
chlorophylle, ii) la précocité de détection de la déficience en N (lie a
I’accumulation des flavonoides suite a une déficience en N), et iii) 1’exactitude
(justesse et répetabilité) des mesures des indicateurs combinés pour 1’évaluation de
teneur en N au niveau de la plante.

La principale limitation pointée au niveau de ce travail de recherche est la faible
spécificité des indicateurs foliaires qui ne sont pas exclusivement reliés a la
fourniture en N. Les indicateurs foliaires testés sont en effet sensibles a d’autres



facteurs externes tels que la variété, I’année d’expérimentation et la date de mesure.
En travaillant avec les valeurs relatives des mesures par la prise en compte d’une
fenétre de référence (soit une fenétre sans apport d’N, soit une fenétre surfertilisée),
la limitation liée a la spécificité des mesures est atténuée comparativement aux
valeurs absolues.

Les mesures analytiques des feuilles de pommes de terre récoltées ont confirmé
que la déficience en N induit I'accumulation des composés flavonoides foliaires et
plus précisément de la sous-classe des flavonols. La teneur totale en flavonols
mesurée pour Bintje, identifiée comme composée de la rutine, de la quercétine et du
kaempférol-3-rutinoside, a été corrélée aux mesures de ChIF en relation avec le
statut azoté de la culture. Cependant, l'identification et la quantification d'autres
composés spécifiques de la sous-classe des flavonols dont I’accumulation est liée au
statut azoté de la culture n’ont pas été possibles au niveau de ce travail de thése, en
particulier pour la variété Charlotte.

En conclusion, les mesures de ChIF liées a I’estimation de la teneur en flavonoides
(en particulier la sous-classe des flavonols) combinés a la teneur en chlorophylle
sont prometteuses pour 1’évaluation en cours de saison du statut azoté de la culture
de pommes de terre. En raison de la faible spécificité tant de la chlorophylle que des
flavonoides pour 1’évaluation du statut azoté, il est préconisé pour la mise en ceuvre
de ces indicateurs de travailler avec les valeurs relatives des mesures plutot qu’avec
leurs valeurs absolues.



Abstract

Taking into account the plant to determine its nitrogen (N) status is the used in-
season strategy for the management of N fertilization of field crops.

The need of a reference method allowing the evaluation of the N status in potato
crop was a prerequisite which required firstly, the establishment of the critical N
dilution curve for Belgium with the cultivar Bintje and to deduce the Nitrogen
Nutrition Index (NNI). The NNI is the recognized N reference indicator for the
evaluation of in season crop N status. The NNI allowed defining the optimal crop N
status required to ensure the production and maintenance of optimal plant canopy
achieving higher tubers yield. However, due to the destructive and time-consuming
plant sampling, its application on farm level is difficult to implement. In this
context, quick optical methods are often preferred during growing season for the
evaluation of the N status of field potato crops.

In order to overcome the limitations of the commonly used optical methods and
which rely on the estimation of leaf chlorophyll content (limitations related to the
measurements saturation, the delay or failure to detect N deficiency and the lack of
specificity to N status), a novel approach has been studied in order to assess the
potato crop N status. This approach is based on the signature of chlorophyll
fluorescence (ChIF) and enables the estimation of phenolic compounds content in
leaves, particularly flavonoids content.

The potentialities of the leaf ChlF signature were evaluated by comparing in season
plant optical measurements during three years (2012, 2013 and 2014) for two potato
cultivars grown in Belgium (Bintje and Charlotte) and receiving increasing N
fertiliser rates.

The results indicate that ChlF measurements based on the estimation of leaf
flavonoids content combined with leaf chlorophyll content are the most relevant
indicators for the evaluation of N status compared with transmittance or reflectance
measurements. The highlighted potentialities of ChIF measurements for the
assessment of potato crop N status are i) the sensitivity of ChlF measurements
particularly by combining flavonoids indicators with chlorophyll indicators, ii) the
earliness of the diagnosis of N deficiency (related to flavonoids accumulation due to
N deficiency), iii) and the accuracy (precision and repeatability) of measurements of
the combined indicators for the evaluation of N content at the plant level.

The major limitation pointed out in this research is the low specificity of foliar
indicators that are not exclusively related to N supply. The foliar indicators tested
are indeed sensitive to other external factors, for instance, the cultivar, the year of
experimentation and the date of measurement. Working with relative values of the
measurements by taking into account a reference window plot within the field
(either a window without N supply, or an over-fertilized window) reduces the
limitation related to the specificity of the measurements comparatively to the
absolute values.



The analytical measurements of collected potato leaves confirmed that N
deficiency leads to the accumulation of leaf flavonoids compounds, more
specifically flavonols subclass. The total flavonols content measured for Bintje and
identified as composed of rutin, quercetin and kaempferol-3-rutinoside were
correlated to ChlF measurements in relation to N status. However, the identification
and the guantification of other specific compounds of flavonols subclass, which their
accumulation is related to the crop N status, were not possible in this work
particularly for the cultivar Charlotte.

In conclusion, the ChlIF measurements related to the estimation of leaf flavonoids
content (particularly flavonols subclass) combined with leaf chlorophyll content are
promising for the evaluation of in season potato crop N status. Due to the low
specificity of chlorophyll and flavonoids indicators for the assessment of N status, it
is recommended, for the implementation of these indicators, to work with the
relative values of these measurements rather than the absolute values.
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Chapitre 1. Introduction et objectifs de la these

1. Contexte de la recherche

La pomme de terre se classe au quatrieme rang mondial des cultures vivriéres
apres le riz, le blé et le mais avec prés de 377 millions de tonnes produites sur une
superficie de 19 millions d’hectares en 2016 (FAO, 2016). L’Europe est le deuxieme
producteur mondial de pommes de terre, aprés 1’Asie. Cinq pays producteurs du
nord-ouest de I’Europe (Belgique, Allemagne, France, Pays-Bas, Grande-Bretagne)
membres du NEPG (North-western European Potato Growers) assurent plus de 60
% de la production européenne (source Eurostat) (Lebrun et al., 2018). Au niveau
belge, la production de pomme de terre est devenue un élément majeur de ’activité
agricole et agroalimentaire. La superficie allouée aux pommes de terre en 2017 était
de 95.283 ha pour la Belgique (STATBEL, 2017), et est en progression constante
ces 5 derniéres années selon le NEPG, en se rapprochant des 100.000 ha. Pour la
région wallonne, la superficie consacrée s’éléve a 40.653 ha dont 266 ha de pommes
de terre hatives, 846 ha de plants et 39.451 ha de pommes de terre de conservation
(STATBEL, 2017). Avec une production de pommes de terre de consommation de
5,11 millions de tonnes, la production belge a enregistré un nouveau record en 2017
(Lebrun et al., 2018). Selon les dernieres statistiques, la Belgique reste le premier
exportateur de produits surgelés a base de pommes de terre avec 2,2 millions de
tonnes de produits transformés en 2017 (Belgapom, 2017).

Compte tenu de son rendement élevé et de sa grande valeur nutritive, la pomme de
terre est une culture vitale au niveau mondial pour la sécurité alimentaire et une
alternative pour répondre au défi de nourrir prés de 10 milliards d’habitants sur terre
en 2050 (Devaux et al., 2019). Au cours des quatre derniéres décennies, le
doublement de la production agroalimentaire dans le monde a été associé a une
utilisation accrue d’un facteur 7 des engrais azotés (Hirel et al., 2007). Avec la
croissance démographique, le défi pour les prochaines décennies sera de répondre
aux besoins de la population en développant une agriculture trés productive, tout en
préservant la qualité de I'environnement. La disponibilité en azote est le principal
facteur limitant la productivité des cultures (Maheswari et al., 2017).

2. Nutrition azotée en culture de pomme de terre

Aspect cultural

La culture de pomme de terre a des besoins élevés en azote (4 a 6 kg N/t de plantes
fraiches entieres, soit environ 250 kg N/ha pour un objectif de rendement de 50 t/ha)
(Olivier et al., 2006). La nutrition azotée est un des points clé de la réussite en
culture de pomme de terre. Une nutrition azotée optimale de la plante durant toute la
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période de la culture méne a I’obtention d’un niveau de rendement physique
optimum de tubercules dans le calibre recherché et de bonne qualité culinaire ou
technologique (Goffart et al., 2002). L’excés en azote induit souvent un retard
d’initiation de la tubérisation et 1’allongement du cycle cultural induisant un
développement et une croissance excessifs de la partie aérienne au détriment des
tubercules. Une telle situation peut provoquer davantage de risque d’apparition du
mildiou de pomme de terre ou encore des problemes de défanage en fin de saison de
la culture. En fin de culture, d’autres risques importants sur les tubercules sont
induits par I’excés d’azote: le retard de maturation, des teneurs en matiéres seches
trop faibles et des teneurs en sucres réducteurs et en nitrates trop élevées a la récolte
(Goffart et al., 2002).

Aspect environnemental

Les apports trop élevés d’azote en pommes de terre par rapport aux besoins de la
culture sont a hauts risques pour 1’environnement. Les risques portent d’abord sur
les pertes potentielles de nitrate (NOs), par lessivage hors de la zone de
développement radiculaire ou par ruissellement, qui a terme contribuent a
I’enrichissement en nitrate des eaux souterraines ou de surfaces du bassin
hydrographique concerné (Goffart et al., 2002). Les risques environnementaux
concernent également I’augmentation de la production de I’oxyde nitreux ou
protoxyde d’azote (N20) issu de la dénitrification de 1’azote du sol. Ce composé
étant un puissant gaz a effet de serre qui intervient dans le réchauffement climatique
de la planéte (Mozier et al., 2004). Des normes de protection de I'environnement
(eau et air) ont été mises en place dans le cadre des différentes directives
européennes, dont la directive Nitrate (91/676/EC) ayant mené a la mise en oeuvre
du PGDA (Programme de Gestion Durable de I'Azote en agriculture) en Wallonie
basé sur le systeme des mesures APL (azote potentiellement lessivable) dans le
profil du sol en automne (Vandenberghe et al., 2013).

Aspect économique

Outre D’aspect environnemental, les fertilisants azotés représentent une part
relative de plus en plus importante du prix de revient de la culture, particulierement
depuis la crise économique de 2008. L’augmentation des prix des engrais azotés est
liée principalement a la hausse du prix du gaz naturel (matiére premiére de base dans
la synthese des engrais azotés) et a la hausse de la demande mondiale.

Dynamique d’absorption et efficience d’utilisation de I’azote

Les besoins en azote d’une plante de pomme de terre sont trés limités entre la
plantation et I’émergence (Figure 1) (Goffart et al., 2002). Durant les deux mois
suivant 1’émergence, la culture absorbe 1’essentiel de 1’azote (80 a 90 %) pour la
formation de la masse foliaire et des tiges (Westermann et al., 1985). Durant cette
période et particulierement de la quatriéme a la sixieme semaine apres 1’émergence
une fertilisation azotée excessive ralentit ou réduit I’initiation et la formation des
tubercules.
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Figure 1. Evolution de ’absorption de 1’azote par la pomme de terre en fonction du stade de
développement de la culture exprimé en jours aprés émergence (adaptée a partir de Hack et al.,
1993 ; Goffart et al., 2002).

Le coefficient d’utilisation de 1’azote (CUA) pour la culture de pomme de terre est
de 50% (Vos, 2009) et méme de 1’ordre de 35% si I’on ne prend en compte que
I’azote exporté par les tubercules (le solde en azote étant contenu dans le feuillage).
Ce coefficient est inférieur a celui des autres plantes. A titre comparatif, les CUA
pour les céréales et les betteraves sucriéres varient généralement de 70% a 90%
(Goffart et al., 2002). En culture de pomme de terre, le cycle de développement
court de la culture (environ, entre 90 et 140 jours), la faible profondeur
d’enracinement, la faible densité de racines et la période de prélevement intense de
I’azote relativement bréve expliquent la faible efficience d’utilisation de 1’azote.

Globalement, en tenant en compte de ces facteurs, les disponibilités en azote
doivent étre suffisantes tout au long de la croissance végétative pour assurer la
production et le maintien d’un couvert végétal optimal sans porter préjudice a la
formation des tubercules (Westermann et al., 1985). Cette notion des besoins en
azote de la culture qui permet le développement du feuillage tout en tenant compte
du rendement en tubercules est la base du concept de statut azoté optimal.
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Statut azoté optimal

La notion du statut azoté optimal en culture de pommes de terre ne se restreint pas
seulement a la définition de la production d’un objectif de rendement donné, ou bien
aux prélévements de I’azote par la plante. Cette notion plus large englobe la relation
de I’accumulation de 1’azote par la culture et 1’¢laboration de sa biomasse tout en
tenant compte des objectifs de production de la parcelle. A ’échelle de la culture,
Lemaire et al. (1984) ont étudié la relation entre 1’évolution de la biomasse aérienne
et sa teneur en azote qui a conduit a la définition de la courbe critique de dilution de
’azote et qui correspond a la teneur minimale en azote requise pour atteindre une
biomasse aérienne maximale. Le phénoméne de dilution de I’azote dans la plante
entiére traduit la diminution de la teneur en azote au fur et a mesure de la croissance
suite a la redistribution de 1’azote dans le couvert végétal. Etant donné que ce
phénomeéne est également observé au niveau des tubercules, il convient donc de
définir une courbe critique de dilution de 1’azote pour la culture de pomme de terre
qui prend en compte la plante entiére dans la relation de la biomasse avec sa teneur
en azote. Le concept de courbe critique de dilution de 1’azote développé pour les
graminées fourrageres (Lemaire et al., 1984) a donc été appliqué a la culture de
pomme de terre. Pour cette derniere, des courbes ont été établies pour différentes
variétés et dans des conditions pédoclimatiques variées (Greenwood et al., 1990;
Duchenne et al., 1997; Bélanger et al., 2001; Giletto et Echeverria, 2012). La courbe
critique de dilution de I’azote permet d’établir un diagnostic de 1’état de nutrition
azotée de la culture a partir de I’Indice de Nutrition Azotée (INN). Cet indice,
déterminé comme le rapport entre la teneur observée en azote de la biomasse et la
teneur en azote critique a tout moment de la culture, est I’indicateur le plus adapté
pour I’évaluation du statut azoté de la culture (Lemaire et al., 1997). Pour les valeurs
INN inférieures a 1, la biomasse est qualifiée en situation de déficience en azote,
alors que pour des valeurs supérieures, la biomasse est considérée en excés d’azote.
Une valeur égale ou proche de 1 correspond a I’optimum de la nutrition azotée de la
culture en ce qui concerne la production de biomasse. Cela signifie que le contenu
en azote de la culture assure la croissance maximale potentielle dans un contexte
pédoclimatique donné sans faire d’hypothése sur le rendement des cultures ou
encore la qualité des récoltes. Afin de définir le statut azoté optimal en culture de
pomme de terre permettant d’une part le développement maximal de la biomasse en
cours de croissance et d’autre part I’obtention d’un rendement maximum en
tubercules, il convient de définir le niveau seuil INN permettant d’atteindre les
objectifs de rendements. Des valeurs INN légerement supérieures & 1 ont été
démontrées comme requises pour assurer un bon équilibre physiologique entre
croissance de la biomasse et répartition des assimilats (Chambenoit et al., 2002).

En ce qui concerne les pratiques d’utilisation des engrais azotés minéraux de
synthese, la gestion de la fertilisation azotée de la culture de pommes de terre est
encore le plus souvent basée sur 1’application de doses d'assurance d'engrais azotées,
le plus souvent excessives par rapport aux besoins. Ainsi, dans un contexte
caractérisé par I’importance de la filiére de la pomme de terre, le cofit croissant des
engrais azotés et la mise en place des différentes normes et de directives de
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protection de I'environnement, il convient de viser le raisonnement de la fertilisation
azotée de cette culture via l'application de doses d'engrais juste suffisantes pour
assurer une production optimale en termes de rendement et de qualité commerciale
des tubercules limitant au maximum les effets potentiellement négatifs sur
I’environnement. En culture de pomme de terre, le raisonnement de la fertilisation
azotée est d’autant plus important étant donné les caractéristiques déja décrites
d’utilisation de 1’azote par la culture.

3. Raisonnement de la fertilisation azotée

Le raisonnement de la fertilisation azotée de la culture nécessite de prendre en
consideération, tout d’abord, les diverses sources d’azote pour les plantes au niveau
du cycle de I’azote: dépdt atmosphérique des composés azotés, 1’azote du sol,
I’azote atmosphérique (N2) fixé par les bactéries ou les algues, I’azote minéralisé a
partir de la matiére organique du sol, I’azote provenant de la fixation symbiotique
des légumineuses, les apports d’engrais minéraux azotés et 1’azote provenant des
intrants organiques.

Les approches permettant le raisonnement de la fertilisation azotée des cultures ont
été abordées au niveau de différents articles de revues (Schroder et al., 2000 ;
Goffart et al.,, 2008 ; Samborski et al., 2009 ; Mufioz-Huerta et al., 2013). Les
méthodes de raisonnement des apports azotés pour la pomme de terre combinent ou
non deux approches: 1) une approche liée au sol et permettant la détermination de la
disponibilité en azote dans le sol (Johnson et al., 2000) avant et pendant la culture,
2) une approche liée au végétal permettant la détermination du statut azoté de la
biomasse aérienne de la culture par des méthodes invasives (Haase et al., 2000) ou
non invasives (Booij et al ., 2000).

3.1. Approche liée au sol

L’approche unique par le sol qui détermine les disponibilités actuelles et a venir en
azote minéral du sol présente une lourdeur de réalisation et ne donne aucune
information sur 1’état des besoins de la culture a un moment précis de la saison
culturale. Le bilan prévisionnel d’azote minéral du sol a I’échelle de la parcelle
repose en partie sur la mesure de 1’azote minéral dans le profil du sol a la plantation
et permet de déterminer la dose d’azote jugée a priori optimale. Cette méthode
développée par Hébert en 1969 vise a atteindre 1’équilibre entre les besoins en azote
et les fournitures en azote minéral du sol tenant ainsi compte de 1’ensemble des
entrées et des sorties d’azote du systéme sol-plante. La méthode du bilan
prévisionnel d’azote integre des facteurs tels que le rendement potentiel attendu, la
variété, les propriétés du sol, les conditions météorologiques et les pratiques
culturales (Goffart et al., 2008). Cependant, en raison de la faible absorption de
I’azote en début de plantation et de la mobilité du nitrate dans le profil du sol,
I’application d’une dose unique d’azote a la plantation apparait peu judicieuse. De
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plus, il est impossible de prévoir avec exactitude les besoins totaux de la plante en
début de saison dans un contexte ou les conditions météorologiques ont un impact
majeur sur ces besoins en fonction de la biomasse produite. D’autre part, la
minéralisation nette de 1’azote organique du sol et son prélevement par la culture
sont tres difficiles a prédire (Vos et MacKerron, 2000 ; Goffart et al., 2008).

Cette incertitude peut étre contournée en fractionnant la dose d’azote totale
conseillée sur base de la méthode du bilan prévisionnel et en modulant le
complément, si besoin, en cours de saison (Goffart et al., 2008).

Les stratégies de fractionnement de la dose d’azote impliquent une détermination
précise non seulement des doses d’engrais azotées a appliquer & la plantation en
cours de saison, mais aussi des dates optimales d’application et de la prise en compte
adéquate de la forme des fertilisants utilisés, tout particuliérement en cas
d’application du complément d’azote en cours de saison. L’approche peut se
résumer comme suit : appliquer la bonne dose d’engrais au bon moment et avec
I’engrais le plus approprié selon les possibilités d’absorption de 1’azote par la culture
(humidité du sol, conditions d’ensoleillement, couverture du sol...). Cependant,
comme signalé par Basso et al. (2011), I’optimisation de la fertilisation azotée basée
sur la méthode du fractionnement reste complexe, puisque 1’objectif attendu d’une
fertilisation raisonnée de 1’azote est la contribution a la fin de la saison au rendement
en tubercules qui est chronologiquement trés éloigné du moment de I'apport du
complément azoté.

L’ajout et la modulation du complément de la dose d’azote nécessitent I’utilisation
de méthodes liées a des mesures sur le végétal qui permettent de quantifier
rapidement 1’état azoté de la culture en plein champ et de fournir ainsi une réponse
la plus immédiate possible a 1’agriculteur. Cette stratégie de raisonnement de la
fertilisation azotée vise au final une meilleure adéquation entre les besoins de la
culture et les apports des engrais azotés.

3.2. Approche liee au végétal

L’approche par le végétal intégre les deux informations plante et sol; aussi bien
I’état nutritionnel de la plante en cours de saison que la fourniture en azote minéral
par le sol (Goffart et al., 2008). Deux types de méthodes existent: les méthodes
invasives qui ménent a la destruction des échantillons végetaux prélevés et les
méthodes non invasives sans destruction des echantillons préleves.

Parmi les méthodes invasives, la digestion de Kjeldahl et la combustion de Dumas
appliquées sur des échantillons secs, broyés et représentatifs de la biomasse analysée
sont les méthodes classiques qui permettent de déterminer avec précision la
concentration en azote. Contrairement a la méthode Kjeldahl qui détermine 1’azote
organique, la méthode Dumas détermine 1’azote total contenu au niveau des tissus
des végétaux analysés. La teneur en nitrate du jus de pétioles des feuilles permet de
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déterminer le statut azoté de la culture au moment de 1’échantillonnage par rapport a
un abaque de référence (Van Loon et al., 1987; Olivier et al., 1999; Fox et al., 2008).
Cependant, cette méthode ne prend pas en compte les formes d’azote autres que le
nitrate dans la plante (Goffart et al., 2013). La méthode de spectrométrie dans le
proche infrarouge sur échantillons de biomasse seche et finement broyée a été
démontrée comme une méthode indirecte intéressante pour déterminer 1’azote total
dans la plante permettant d’analyser rapidement un grand nombre d’échantillons
(Young et al., 1997).

Pour étre utilisables dans la pratique, les méthodes d’évaluation du statut azoté de
la biomasse végétale aérienne doivent répondre a quatre critéres: la mesure doit étre
sensible (a savoir, permettre de discriminer des concentrations croissantes d’azote
dans la biomasse aérienne analysée), la mesure doit étre précoce (permettre la
détection précoce d’une déficience en azote avant l’apparition de symptdmes de
chlorose sur le feuillage pour permettre [’application d’une dose complémentaire
utile pour la croissance de la culture), la mesure doit étre exacte (la valeur doit étre
juste et répétable) et la mesure doit étre spécifique (idéalement étre exclusivement
reliée aux fournitures en azote et a la concentration en azote dans la plante sans
interférence avec d’autres facteurs externes). Par ailleurs, la méthode doit étre facile
a mettre en ceuvre (étre d’emploi aisé, peu couteuse et rapide en visant une
utilisation répandue a grande échelle de la méthode par les utilisateurs) (Goffart et
al., 2013). En considérant ces critéres, la teneur en nitrate du jus de pétioles des
feuilles est une méthode sensible qui, cependant, a été remise en question pour la
pomme de terre quant a sa spécificité (Goffart et al., 2002) et & sa variabilité
(MacKerron et al., 1995 ; Goffart et al., 2002). De fagon générale, la limitation des
méthodes invasives est liée a 1’échantillonnage destructif et laborieux dans sa mise
en ceuvre. Les approches invasives sont donc inappropriées a 1’échelle de la parcelle
en cours de saison, mais servent comme base aux méthodes de référence. Par
exemple, les méthodes invasives d’analyse de la teneur en azote total au niveau des
tissus végétaux peuvent étre appliquées pour la détermination de la teneur critique
en azote de la biomasse et de I’INN. Cependant, I'établissement de I'INN nécessite le
préléevement et le traitement laborieux de grands nombres d'échantillons de plantes
tant dans des essais agronomiques avec des niveaux croissants de fumure azotée sur
plusieurs années et dans diverses conditions pédoclimatiques, que pour une
utilisation opérationnelle visant un conseil pour 1’agriculteur en parcelle agricole.
L’INN est donc utilis¢é comme méthode de référence et de calibration pour d’autres
outils plus rapides d'utilisation non destructeurs de I'échantillon de plantes analysées.

L’approche invasive utilisée au niveau de cette thése combine la spectrométrie
dans le proche infrarouge et la méthode de Dumas pour construire la courbe critique
de dilution de I’azote dans les conditions belges, élément incontournable dans le
cadre d’une évaluation du statut azoté de la culture.

Les méthodes non invasives pour la détermination du statut azoté de la biomasse
en plein champ sont basées, dans la grande majorité sur I’utilisation d’outils optiques
(Booij et al., 2000 ; Goffart et al. 2008, 2013). Elles ont pour objectif, dans le cadre
d’une stratégie de fractionnement de la dose d’azote, de fournir une réponse plus
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immédiate sur le statut azoté de la biomasse, soit par analyses ponctuelles ou tres
localisées, soit par la collecte d’informations sur I’ensemble de la parcelle. Les
appareils, qui utilisent le plus souvent des capteurs optiques, sont en effet associés a
différents types de plateformes permettant de considérer différentes échelles spatio-
temporelles pour 1’acquisition de mesures. L’acquisition se fait, soit au sol a
I’échelle de la feuille, de la plante ou de la canopée (par des mesures de contact par
pincement de la feuille a I’aide d’outils manuels ou bien par télédétection
rapprochée avec capteurs manuels ou embarqués sur un engin au sol), soit a I’échelle
aérienne sur ’ensemble de la parcelle ou de plusieurs parcelles (télédétection
aérienne a I’aide de capteurs embarqués sur des avions ou des drones), ou encore a
1’échelle spatiale sur un territoire donné (télédétection spatiale a 1’aide de capteurs
embarqués sur des satellites) (Goffart et al., 2008, 2013; Tremblay et al., 2009,
2012).

Les mesures s’appuient sur le changement des caractéristiques spectrales des
feuilles 1ié a 1’état nutritionnel en azote de la biomasse aérienne de la culture. Cet
état nutritionnel en azote affecte les propriétés d’absorptance, de transmittance, de
réflectance et de fluorescence chlorophyllienne (ChlF) du feuillage pour différentes
longueurs d’ondes dans les zones du visible et de l’infrarouge du spectre des
rayonnements électromagnétiques. Les signatures spectrales qui en résultent
permettent 1’estimation d’indicateurs foliaires, encore appelés « proxies ». Ceux-Ci
sont le plus souvent basés sur les teneurs en chlorophylle et/ou en composés
phénoliques des feuilles, en réponse a la concentration en azote de la biomasse.

Les indicateurs reliés a la teneur en chlorophylle, basés sur des mesures de
transmittance et de réflectance, ont été largement étudiés dans le cadre de
I’évaluation du statut azoté des cultures. Pour la pomme de terre par exemple, la
concentration de la chlorophylle dans la feuille est considérée comme un bon
indicateur de son statut en azote étant donné la relation positive et étroite avec sa
concentration en azote (\Vos et al., 1993).

Les mesures de transmittance a 1’échelle foliaire fournies par les
chlorophyllométres reposent sur I’absorption de rayonnements électromagnétiques
dans le rouge (R) et le proche infrarouge (PIR). La longueur d'onde du R est peu
transmise étant donné sa forte absorption par la chlorophylle, alors que la longueur
d'onde du PIR est transmise et son absorption tres faible permet de mesurer
I’absorption non chlorophyllienne liée aux parois cellulaires et a I’eau contenue dans
les tissus. Une revue trés compléte sur les potentialités et [’utilisation du
chlorophyllomeétre, par exemple, le modele scientifique SPAD502 (Minolta, Osaka,
Japon) ou son équivalent commercial, I'Hydro N-Tester (HNT - Yara, Oslo,
Norvege), pour estimer le statut en azote de la pomme de terre, a été réalisé par
Gianquinto et al. (2004). La limitation majeure réside dans le fait que le
chlorophyllométre détecte essentiellement des situations de déficience marquée en
azote pour des niveaux faibles a moyens de concentration en azote dans le feuillage
et il montre peu voire aucune discrimination pour des concentrations plus élevées
lices a un probléme de saturation en chlorophylle dans les tissus végétaux
(Gianquinto et al.,, 2004). Les mesures de transmittance a 1’aide du
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chlorophyllométre pourraient également présenter un retard de détection par rapport
a D’entrée réelle en carence azotée (Tremblay et al., 2012). Une autre limitation a
I’utilisation des outils optiques pour I’estimation de la teneur en chlorophylle,
mesurée par unité de surface, est sa dépendance a la masse foliaire (Cerovic et al.,
2012) qui influence a son tour la prédiction de la teneur en azote de la feuille (par
unité de matiére séche) par le chlorophyllometre (Peng et al., 1993).

Plus récemment, le Dualex (Force-A, Université de Orsay, de Paris Sud) qui
permet par transmittance d’estimer la teneur en chlorophylle a été étudié dans le
cadre de I’évaluation du statut azot¢ de la culture (Cerovic et al.,, 2012). Les
longueurs d’ondes utilisées par le Dualex sont centrées sur 710 nm pour le R et sur
850 nm pour le PIR ; ces longueurs différent de celles utilisées par I’Hydro N-Tester
qui sont centrées sur 650 nm (R) et sur 940 nm (PIR). La bande de longueurs d'onde
R utilisée pour I'Hydro N-Tester est caractérisée par un coefficient élevé
d'absorption par la chlorophylle (pic d’absorption maximale de la lumiére rouge par
la chlorophylle), tandis que celle fournie par le Dualex est caractérisée par un faible
coefficient d'absorption de la chlorophylle (Cerovic et al., 2012). L'utilisation de la
longueur d'onde R avec un coefficient élevé d'absorption de la chlorophylle (cas de
I’Hydro N-Tester) augmente la précision pour des concentrations faibles & moyennes
en chlorophylle au niveau des feuilles et réduit la précision pour des concentrations
¢levées en chlorophylle. L utilisation de la longueur d'onde R a coefficient moyen
d'absorption de la chlorophylle (cas du Dualex) réduit par contre la précision pour
toute la gamme de teneurs en chlorophylle, mais vise a atténuer la saturation de la
mesure liée a des teneurs élevées en chlorophylle au niveau des feuilles (Cerovic et
al., 2012).

Les indicateurs reliés a la teneur en chlorophylle a I’échelle de la canopée sont
principalement basés sur des mesures de la fraction de lumiére incidente réfléchie
par la canopée. Ces méthodes visent a estimer des variables biophysiques de cette
derniére telles que par exemple I’indice de surface foliaire ou Leaf Area Index (LAI)
ou le Green Area Index (GAIl), qui sont des paramétres étroitement liés a la
concentration en azote de la plante et a la teneur en chlorophylle des feuilles
(Goffart et al., 2013).

A partir de ces mesures de réflectance fournies pour différentes bandes de longueurs
d’onde situées dans le visible et le proche infrarouge, il est possible de déterminer
des indices de végétation (IV) permettant de caractériser la concentration en azote de
la culture, et de caractériser le statut azoté de la culture lorsque des valeurs seuils
d’entrée en carence azotée de ces indices sont établies. Les IV les plus intéressants
pour le statut azoté combinent généralement des bandes de longueurs d’onde dans le
vert, le rouge (plus particulierement le red-edge) et le proche infrarouge (Schroder et
al., 2000 ; Goffart et al., 2013) définies de maniere plus ou moins étroite selon que
’on travaille avec des technologies multispectrales ou hyperspectrales.

Les outils optiques permettant de mesurer la réflectance par la biomasse végétale
peuvent étre scindés en outils passifs et actifs en fonction de I’origine des longueurs
d’onde utilisées pour I’excitation de la chlorophylle, respectivement soit la lumiére
solaire, soit une source de lumiére artificielle. Parmi les outils passifs manuels qui
mesurent la réflectance de la biomasse a partir de la lumiere du soleil, le radiometre
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Cropscan (Cropscan, Rochester, USA), ou encore le spectroradiométre FieldSpec
(Analytical Spectral Devices, Inc., Boulder, CO, USA) ont été utilisés en recherche
dans le cadre de ’estimation du statut azoté de la culture de pomme de terre (Goffart
et al., 2008 ; Van Evert et al., 2012). Des exemples d’outils actifs tels que les outils
manuels Crop Circle (Holland Scientific, Lincoln, NE, USA) et GreenSeeker
(Trimble Inc., Sunnyvale, CA, USA), ou encore le capteur N-Sensor ALS (Yara
International, Oslo, Norway) embarqué sur tracteur ont également été utilisés dans le
cadre de I’estimation du statut azoté de la culture (Tremblay et al., 2009 ; Padilla et
al., 2015) .

Les mesures de réflectance présentent un intérét certain pour I’évaluation du statut
azoté des cultures, particulierement via les mesures aériennes et spatiales qui
permettent, contrairement aux mesures localisées au sol, un suivi de la biomasse sur
toute la surface de la parcelle avec intégration de I’ensemble de 1’hétérogénéité
intraparcellaire dans les images numériques. Cependant, en prenant en compte ces
mesures de réflectance, on peut craindre un retard ou un défaut de détection par
rapport a l’entrée réelle en carence azotée, particulierement avec les mesures
aériennes et spatiales ot chaque pixel est un signal mixte de la réflectance lié a la
canopée et au sol. En début de développement de la culture jusqu’au stade
phénologique de fermeture des rangs par le feuillage, la part de réflectance liée au
sol reste importante, particuliérement en culture de pommes de terre. Certains
indices de végétation, tels que SAVI (Soil-Adjusted Vegetation Index) (Huete, 1988),
ou par exemple OSAVI (Optimized Soil-Adjusted Vegetation Index) (Rondeaux et
al., 1996), visent a atténuer cette part de réflexion liée au sol, mais leur mise en
ceuvre reste plus compliquée.

La capacité d’utilisation du satellite européen SPOT-5 (Satellite Pour 1’Observation
de la Terre — 5) étudié dans le cadre de la caractérisation du statut azoté des cultures
de froment d’hiver et de pomme de terre ont clairement mis en évidence les
potentialités des images satellites a discriminer entre des doses croissantes de
fumures azotées et avec une faible variation des IV entre pixels d’une méme zone
(Goffart et al., 2010). Kooistra et al. (2016) ont estimé avec précision la teneur en
chlorophylle de la pomme de terre a partir des données satellites (RapidEye)
acquises vers la fin de la saison de croissance. Hunt el al. (2018) concluent que les
signaux de réflectance, particulierement les indices NDVI (Normalized Difference
Vegetation Index) et GNDVI (Green Normalized Difference Vegetation Index)
acquis a partir de drones, ne sont pas utiles dans le cadre d’une gestion de la
fertilisation azotée en culture de pommes de terre en cours de saison en raison du
retard de détection des modifications de la teneur en chlorophylle des feuilles et du
LAI. Ces observations sont néanmoins a confirmer sous nos latitudes, car elles ne
semblent pas corroborées par des travaux récents réalisés par les équipes du Centre
wallon de Recherches agronomiques et de 1’Université catholique de Louvain, dans
le cadre du projet BELCAM (mené au CRA-W de 2014 a 2019 et financé par
BELSPO). Ces travaux basés sur I’utilisation des nouveaux satellites européens
Sentinel 2 permettent maintenant un réél monitoring des parcelles agricoles grace a
des résolutions spatiales et temporelles nettement améliorées ces derniéres années.
Pour une culture comme la pomme de terre, exigeante en azote et a cycle végétatif
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court, ces éléments sont essentiels a considérer si I’on recherche I’efficience
maximale d’un apport complémentaire en azote dans le cadre d’une pratique de
fractionnement des apports azotés sous forme d’engrais minéral rapidement absorbé
et assimilé par la culture, telle que déja préconisée et appliquée en Belgique et a
I’étranger (Goffart et al., 2004).

Outre les limitations des indicateurs chlorophylle liées a la saturation, au retard ou
défaut de détection et a la dépendance a la masse foliaire; ces indicateurs mesurés
par transmittance ou réflectance présentent un mangue de spécificité par rapport a
I’azote. En effet, la chlorophylle est influencée par plusieurs autres facteurs
génétiques, phytotechniques et environnementaux. Parmi ceux-ci, le facteur variétal,
le facteur site (Goffart et al., 2002), I’irrigation (Schlemmer et al., 2005) ou encore
un stress nutritionnel autre que le stress azoté par exemple la déficience en
magnésium (Shaahan et al., 1999) influent sur les mesures de la chlorophylle. Ces
limitations suggérent 1’intérét de la recherche d’autres méthodes plus performantes
dans une optique d’évaluation du statut azoté de la biomasse aérienne de la culture
de pomme d’une part, pour améliorer la sensibilité et la précocité des mesures et
d’autre part, pour tenter de s’affranchir des facteurs limitant la spécificité des
mesures. Cette thése s’intéresse spécifiquement aux potentialités de la méthode de la
ChIF dans le cadre de I’évaluation du statut azoté de la culture de pomme de terre
pour pallier les limitations décrites.

4. Fluorescence chlorophyllienne et composés phénoliques

La ChIF correspond a des photons de lumiére dans le rouge et le proche infrarouge
émis par la chlorophylle a aprés absorption de la lumiére. La ChIF des feuilles est
une signature spectrale qui est utilisée depuis des décennies pour quantifier
I'efficacité photosynthétique des plantes laquelle refléte a son tour les impacts des
facteurs environnementaux sur une plante. Plus récemment, cette technique est
utilisée pour estimer des indicateurs foliaires dont les composés phénoliques et plus
particulierement les flavonoides.

Les indicateurs reliés & la teneur en composés phénoliques, basés sur des
mesures de ChIF. Les composés phénoliques possedent des pics typiques
d'absorption dans I’ultra-violet (UV). En raison du grand nombre de composés
foliaires qui absorbent dans I’UV, une faible réflectance et presque pas de
transmittance des feuilles dans cette région spectrale, la méthode spectroscopique
classique ne peut étre facilement appliquée pour estimer ces indicateurs foliaires
(Goulas et al., 2004). La fluorescence induite sous UV exploite la structure de la
feuille avec d’une part, I’épiderme ou sont situés majoritairement les composes
phénoliques et d’autre part, le mésophylle contenant la chlorophylle. En situation de
déficience en azote, la concentration en composés phénoliques augmente de fagon
générale. Plusieurs études ont prouvé la présence d’une relation inverse entre la
teneur en flavonoides et la concentration en azote de différentes espéces (Stewart et
al., 2001 ; Norbaek et al. 2003 ;- Mittelstral et al., 2006 ; Lea et al., 2007). Ces
métabolites secondaires sont mesurables de maniere opérationnelle a 1’échelle
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foliaire par des fluorimetres tels que le Dualex, capteur a pince, et le Multiplex,
capteur sans contact opérant par télédétection rapprochée (Force-A, Orsay, Paris,
France). L’excitation UV (375 nm) est absorbée majoritairement par les flavonoides
de I’épiderme (effet-écran), induisant ainsi une diminution de I’excitation UV qui
atteint la chlorophylle du mésophylle et donc une diminution de la ChIF induite sous
cette longueur d’onde. L’excitation rouge atteint, intacte, la chlorophylle du
mésophylle sans étre absorbée par les composés phénoliques de 1’épiderme et induit
une ChlF plus importante que celle observée suite a I’excitation UV. L’évaluation du
statut azoté des feuilles repose ainsi sur 1’exploitation du rapport des fluorescences
chlorophylliennes mesurées dans le spectre du proche infrarouge et induites sous
excitations UV et du rouge (Cartelat et al., 2005 ; Cerovic et al., 2005).

Bien que reposant sur un principe similaire de mesure pour I’estimation des
flavonoides, des différences existent entre les deux types de fluorimétres. Les
surfaces foliaires considérées lors de la prise de mesure sont différentes : pour le
Dualex, il s’agit d’une surface de 19-20 mm? et qui correspond a une mesure d’une
partie de la foliole, alors que pour le cas du Multiplex, il s’agit d’une surface de 50
cm? qui correspond a un signal mixte de folioles, de pétioles et d’interstices. Le
Dualex utilise une boucle de rétroaction électronique pour réduire les problemes liés
a la variation de la ChIF en minimisant la différence entre les fluorescences variables
induites respectivement sous excitation R et UV (Goulas et al., 2004). Le Multiplex,
par contre, ne posséde pas de boucle de rétroaction, mais grace a l'alternance rapide
des sources de lumiére entre les deux excitations, les fluorescences induites
respectivement sous excitation R et UV restent constantes. En outre, le Multiplex
repose sur une série d’excitations et de détections de la ChlF qui correspond a la
résultante moyenne de 500 signaux acquis pendant un laps de temps trés court
(inférieur a 1 seconde).

Contrairement aux mesures de réflectance souvent utilisées, la ChlF, bien qu’ayant
un signal relativement plus faible, présente une plus grande sensibilité, puisque le
signal de fluorescence ne provient que des parties vertes du végétal (Lichtenthaler et
al., 1988). La ChIF est également décrite comme étant une signature spectrale
précoce pour détecter les carences en azote (Longchamps et al., 2014)
comparativement aux mesures de chlorophylle qui pourraient présenter un retard de
détection par rapport a I’entrée réelle en carence azotée. Cet élément est un aspect
important a prendre en compte pour permettre [’application d’une dose
complémentaire d’engrais azotés utile pour la croissance de la culture
particulierement en culture de pomme de terre & cycle de croissance court, comme
déja mentionné a plusieurs reprises.

Le rapport [chlorophylle]/[flavonoides] est décrit comme étant un indicateur
pertinent pour I’évaluation du statut azoté des plantes dans une optique de
raisonnement des apports de la fertilisation azotée (Cerovic et al., 2002 ; Cartelat et
al., 2005 ; Agati et al., 2013). Ce rapport est un meilleur indicateur du statut azoté de
la culture que la chlorophylle seule, car ce ratio est indépendant de la masse foliaire
par unité de surface (Cerovic et al., 2012).

Contrairement aux indicateurs chlorophylle mesurés par le chlorophyllometre qui
détectent essentiellement des situations de déficience marquée en azote, le rapport
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[chlorophylle]/[flavonoides] permet d’étendre la gamme de discrimination pour les
différents niveaux de fumure azotée testés en raison de la réaction inverse de la
chlorophylle et des flavonoides vis-a-vis de 1’azote (Cerovic et al., 2012 ; Agati et
al., 2013). Ce rapport posséde également |’avantage d’atténuer, au moins
partiellement, I’hétérogénéité longitudinale dans la feuille (Cartelat et al., 2005).

Le rapport [chlorophylle]/[flavonoides] peut étre calculé par 1’utilisation du
chlorophyllométre combiné au Dualex (Cartelat et al., 2005 ; Demotes-Mainard et
al.,, 2008) ou bien directement a partir d’une version récente du Dualex. Le
fluorimetre Multiplex permet également de mesurer directement, a partir des signaux
de fluorescence, un indice reliant la teneur en chlorophylle et la teneur en
flavonoides.

Les indicateurs flavonoides seuls ou combinés aux indicateurs chlorophylle ont été
étudiés dans le cadre de 1’évaluation du statut azoté pour plusieurs cultures (Cartelat
et al., 2005; Fortier et al., 2006; Agati et al., 2013 ; Padilla et al., 2014 ;Cerovic et
al., 2015). En culture de pomme de terre, deux équipes de recherche ont étudié
(Mittelstral3 et al., 2006, Jin et al. 2014) a notre connaissance 1’effet de la fumure
azotée sur I’accumulation de ces métabolites secondaires au niveau des feuilles sous
conditions contr6lées. Sur base des éléments qui précédent, la prise en compte de la
ChiIF liée a I’estimation de la teneur en flavonoides apparait prometteuse dans
1’évaluation du statut azoté de la culture de pomme de terre.

Les approches non invasives considérées au niveau de cette thése se limitent a
I’échelle du sol selon des mesures de contact par pincement de la feuille ou bien de
télédétection rapprochee.

Il est & noter que dans le cadre d’un suivi des besoins en azote de la culture,
différentes échelles de temps sont utilisées dans la littérature : dates calendrier, jours
apres plantation, jours apres émergence (JAE), taille des tubercules et échelle
thermique. Les dates calendrier et les jours aprés plantation sont faciles et précis,
mais ne correspondent pas nécessairement au développement de la culture (Goffart
et al.,, 2002) et ne sont pas reliés aux conditions climatiques de 1’année
d’expérimentation. L’échelle thermique exprimée en degrés jour de croissance
constitue un bon indicateur du développement de la plante et est donc plus
appropriée pour suivre 1’évolution du statut azoté de la culture. L’utilisation de
I’échelle thermique plutét que les jours aprés plantation permet d’obtenir une
relation polyvalente qui est plus facilement reliée aux différentes dates de plantation,
saisons culturales et sites (Padilla et al., 2015). Cependant, 1’utilisation de 1’échelle
thermique n'est pas facile dans un cadre pratique d’implémentation de la stratégie de
suivi du statut azoté de la culture. Le nombre de JAE (fixée a partir de 75 % du
nombre attendu de plantes/ha) apparait comme un bon compromis entre précision et
faisabilité (Goffart et al., 2002).

Selon Gianquinto et al. (2004), la période optimale pour I’ajout du complément en
azote s’étale entre 40 a 45 JAE. Vos (1999) étend la période pour laquelle
l'application de la dose d’azote peut étre ajustée jusqu'a 60 JAE. Selon les travaux
d’Olivier et al. (2006), la période comprise entre 20 et 55 JAE est la période
optimale pour I'évaluation du statut azoté de la biomasse de la culture de pomme de
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terre, c’est a dire approximativement entre le 10 juin et le 15 juillet dans les
conditions belges pour une date de plantation normale réalisée a la mi-avril et une
levée apparue durant la derniére décade de mai.

5. Structure et objectifs de la thése

La structure de la these est illustrée au niveau de la Figure 2.

Le chapitre 2 traite de I'état actuel des connaissances en matiére d’évaluation du
statut azoté des cultures par les mesures indirectes de la ChIF sous forme d’une
revue publiée [Ben Abdallah F., Philippe W. & Goffart JP. 2016. Utilisation de la
fluorescence chlorophyllienne pour [’évaluation du statut azoté des cultures
(synthese bibliographique), BASE [En ligne], Volume 20, Numéro 1, 83-93 URL :
https://popups.uliege.be:443/1780-4507/index.php?id=12627]. La revue présente
deux approches de la ChIF dont 1une est liée a I’activité photosynthétique de la
plante et l’autre est liée a I’estimation des indicateurs azotés foliaires (la
chlorophylle et les composés phénoliques). Ce chapitre orienté du point de vue des
mécanismes de la ChIF a permis de préciser les objectifs de la thése.

Le premier objectif de la recherche est d’étudier les potentialités des indicateurs
liés a la teneur en composés phénoliques des feuilles (plus spécifiquement les
flavonoides) et basés sur la signature de la ChIF pour I’évaluation du statut azoté de
la culture de pomme de terre. Le second objectif est d’évaluer I’effet d’une
déficience en azote sur I’accumulation des composés phénoliques des feuilles de
pomme de terre afin de contribuer a 1’établissement univoque du lien entre la
variation de la concentration en azote des feuilles et la variation en composés
phénoliques des feuilles. Ces deux objectifs permettent de contribuer a
I’établissement d’indicateurs pertinents intégrables dans des outils d’aide a la
décision pour la gestion raisonnée de la fertilisation azotée de la culture de pomme
de terre. En ce sens cette thése a pour ambition de définir pour une culture
importante en Belgique des éléments centraux de la chaine décisionnelle dans la
gestion des apports d’engrais azotés minéraux en agriculture conventionnelle ou
intégrée, ou d’engrais organiques azotés a effet rapide en agriculture biologique.

De maniére plus concrete, les objectifs de la thése peuvent étre traduits sous forme
des questions de recherche suivantes auxquelles ce travail a eu pour ambition de
répondre de la maniére la plus compléte possible :

I.  Quelle est la méthode de référence spécifique pour la culture de pomme de
terre dans les conditions belges permettant d’évaluer le statut azoté de la
culture et de définir I’optimum azoté de la biomasse durant la saison de
culture ?
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. Parmi les méthodes indirectes d’évaluation du statut azoté des cultures,
quelles sont les caractéristiques des mesures de la ChlF, liées a la teneur en
composés phénoliques des feuilles, qui en font un outil pertinent pour la
culture de pomme de terre dans un cadre pratique de la gestion de sa
fertilisation azotée?

I1l. A I’échelle des feuilles de pomme de terre, les variations de concentrations
en azote sont-elles en relation avec des variations de concentration en
composés phénoliques ou de classes spéecifiques de composés phénoliques ?
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phénoliques foliaires e

Chapitre 3 | | Chapitre 4 | | Chapitre 5
La courbe critique de Les flavonoides comme Les composés
dilution de l'azote et indicateurs foliaires du phénoliques en relation
I'indice de nutrition statut azote de la culture avec la concentrationen

azotée de pomme de terre azote des feuilles
Référentiel analytique Aspect pratique Aspect physiologique
W
Chapitre 6

Synthese génerale, conclusion et
perspectives

Figure 2. Diagramme de la stratégie de recherche de la these

Le chapitre 3 considére un élément indispensable dans le cadre d’une évaluation
du statut azoté de la culture de pomme de terre dans les conditions belges. Il traite la
question de recherche | au travers de I’article publié [Ben Abdallah F., Olivier M.,
Goffart J.P. & Minet O. 2016. Establishing the Nitrogen Dilution Curve for Potato
Cultivar Bintje in Belgium. Potato Research, 59: (3), 241-258]. Cet article porte sur
1”¢établissement de la courbe critique de dilution de 1’azote pour la variété Bintje en
Belgique. Le chapitre présente le référentiel analytique spécifique pour la culture de
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pomme de terre en Belgique permettant a partir du calcul de I’indice de nutrition
azotée d’évaluer le statut azoté de la culture et d’en définir 1I’optimum azoté de la
biomasse.

Le chapitre 4 répond a la question de recherche II au travers de ’article [Ben
Abdallah, F. Philippe, W.& Goffart, J. P. 2018. Comparison of optical indicators for
potato crop nitrogen status assessment including novel approaches based on leaf
fluorescence and flavonoid content, Journal of Plant Nutrition, 41: (20), 2705-2728,
DOI:10.1080/01904167.2018.1510514]. Au niveau de cet article, les potentialités
des mesures de la ChlF a partir des indicateurs liés a la teneur en composés
phénoliques (en particulier la classe des flavonoides et la sous-classe des flavonols)
seuls ou combinés a la teneur en chlorophylle sont explorées pour I’estimation du
statut azoté de la biomasse de la culture de pomme de terre. Les critéres investigués
dans cet article sont la sensibilité, la précocité de détection de I’entrée en carence
azotée, I’exactitude et la spécificité des mesures non invasives de la ChIF en
comparaison avec d'autres mesures spectrales de transmittance et de réflectance
usuellement utilisées en culture de pomme de terre et liées a la teneur en
chlorophylle des feuilles. Le chapitre 4 est orienté vers une approche appliquée pour
I’évaluation du statut azoté de la culture de pomme de terre et la mise en ceuvre des
indicateurs flavonoides mesurés par ChIF dans le cadre d’un systéme d’aide a la
décision en cours de saison pour la gestion des apports azotés en pomme de terre.

Le chapitre 5 examine au travers d’un quatriéme article encore a soumettre [Ben
Abdallah F., Goffart JP & Romnée JM . Effects of nitrogen fertilization on the
accumulation of phenolic compounds on potato leaves] la question de recherche I11
qui porte sur la caractérisation et I’identification de la présence spécifique de classes
de composés phénoliques et leur estimation quantitative au niveau des feuilles de
deux variétés de pommes de terre en réponse a une déficience en azote. Ce chapitre
vérifie également, en réponse a la question de recherche II, si I’estimation de la
concentration quantitative de composés phénoliques (en particulier des flavonols) est
possible a partir des mesures indirectes de la ChlF. Ce chapitre est orienté vers la
compréhension physiologique du lien entre la variation de la concentration en azote
des feuilles et la variation en composés phénoliques des feuilles de pomme de terre.

Le chapitre 6 présente la synthése générale, la conclusion est les perspectives.
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Chapitre 2. La fluorescence chlorophyllienne pour
I’évaluation du statut azoté des cultures

Le chapitre 2 a pour but de démontrer, & partir des résultats de la littérature,
I’intérét de la mesure non invasive et rapide de la ChlF pour I’estimation du statut
azoté de la biomasse végétale aérienne des cultures en plein champ.

Ce chapitre est présenté sous forme d’une revue bibliographique publiée en 2015
[Ben Abdallah F., Philippe W. & Goffart JP. 2016. Utilisation de la fluorescence
chlorophyllienne pour [’évaluation du statut azoté des cultures (synthése
bibliographique), BASE [En ligne], Volume 20, Numéro 1, 83-93 URL
https://popups.uliege.be:443/1780-4507/index.php?id=12627].

L’actualisation des connaissances depuis la publication de I’article est présentée en
seconde partie de ce chapitre et prend en compte les avancées dans le domaine de la
ChIF acquises au cours de la période entre 2015 et fin 2018.
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1. Utilisation de la fluorescence chlorophyllienne pour
I’évaluation du statut azoté des cultures (synthese

bibliographique)
Feriel Ben Abdallah, William Philippe, Jean-Pierre Goffart

Centre wallon de Recherches agronomiques. Département Productions et
Filieres. Unité Stratégies Phytotechniques. Rue du Bordia, 4. BE-5030
Gembloux (Belgique). E-mail : f.benabdallah@cra.wallonie.be

Article publié dans BASE [En ligne], Volume 20, Numéro 1, 83-93 URL :
https://popups.uliege.be:443/1780-4507/index.php?id=12627. Regu le 23 avril
2015, accepté le 6 octobre 2015.

Introduction. La gestion optimale de la fertilisation azotée des cultures nécessite
I’utilisation de méthodes qui permettent d’évaluer rapidement et avec précision le
statut azoté de la biomasse aérienne en cours de saison. C’est le cas des mesures
optiques sur le végétal et parmi celles-ci, les approches basées sur la mesure de la
fluorescence chlorophyllienne (ChlIF) des feuilles occupent une place intéressante.
Les potentialités de la ChIF sont étudiées depuis plusieurs années pour détecter et
guantifier différents stress biotiques et abiotiques des plantes et la ChlF peut
s’envisager pour I’évaluation du statut azoté. Ces approches permettent a priori de
pallier certaines limitations des méthodes souvent utilisées pour 1’évaluation du
statut azoté basées sur la transmission ou la réflexion de la lumiere et reliées a la
teneur en chlorophylle des feuilles.

Littérature. Dans cette revue, deux approches basées sur la ChlF sont examinées.
La premiére étudie la ChlF variable, ou cinétique de Kautsky, qui représente
I’approche classiquement abordée par la majorité des auteurs. La seconde approche
repose sur ’estimation par la ChlF de la concentration en composés foliaires
métabolites de la plante, plus spécifiquement la chlorophylle et les composés
phénoliques (en particulier les flavonoides). Pour chaque approche, les
caractéristiques de la ChIF sont examinées, expliquant leurs liens et leurs
applications dans 1’évaluation du statut azoté des cultures.

Conclusions. Parmi les deux approches analysees, ’utilisation du rapport de ChlF
qui combine I’estimation de la concentration en chlorophylle et en flavonoides au
niveau de la feuille apparait comme une approche potentiellement pertinente pour
évaluer le statut azoté des cultures, ces deux concentrations étant en relation étroite
avec la teneur en azote des feuilles.

Mots-clés. Fluorescence, chlorophylle, composé phénolique, teneur en azote, état
nutritionnel, nutrition foliaire.
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Use of chlorophyll fluorescence for the evaluation of crops nitrogen status. A
review

Introduction. Optimizing the nitrogen (N) fertilization of crops requires the use of
methods that quickly and accurately assess the N status of aboveground biomass
during the growing season. Optical measurements on plants allow the achievement of
this goal and, among these approaches, the leaf chlorophyll fluorescence based
method (ChIF) appears promising. The potential of ChIF has been studied for many
years. The value of this method for detecting and quantifying various biotic and
abiotic plant stresses has been assessed as well as its potential for the evaluation of
crop N status (CNS). For this last application, ChlF could offer solutions to the
limitations of the usual methods for evaluating CNS, which are based on light
transmittance or reflectance and are related to leaf chlorophyll content.

Literature. In this report, two ChIF based approaches are reviewed. The first
approach is variable ChlF, or Kautsky kinetics, which represents the approach taken
in the majority of the published work examined in the field of ChlF. The second
approach is based on ChIF sensing methods for the estimation of the concentration
of leaf metabolite compounds in plants, particularly that of leaf chlorophyll and
phenolic compounds (mainly flavonoids). The characteristics and the applications of
these two fluorescence approaches are studied for their potential use for the in-
season monitoring of CNS.

Conclusions. Of these two approaches, the use of the ratio of fluorescence
combining the estimation of concentrations of leaf chlorophyll and flavonoid content
appears to be a relevant potential method to assess CNS, as both concentrations are in
close relationship with leaf N concentration.

Keywords. Fluorescence, chlorophylls, phenolic compounds, nitrogen content,
nutritional status, foliar nutrition.

1.1. Introduction

La gestion optimale de la fertilisation azotée des cultures nécessite 1’utilisation de
méthodes optiques qui permettent d’évaluer rapidement et avec précision le statut
azoté de la biomasse aérienne en cours de saison. Une carence en azote induit des
changements de concentrations de certains pigments et métabolites foliaires
affectant les propriétés optiques des feuilles, ces dernieres pouvant étre rapidement
estimées par des mesures de transmittance, d’absorbance, de réflectance ou de
fluorescence chlorophyllienne (ChIF). En situation de carence, la proportion de
1’énergie lumineuse absorbée pour la photosynthése et celles menant a la ChlF et a la
dissipation de 1’énergie sous forme de chaleur sont modifiées, de méme que les parts
transmise et réfléchie de lalumiére incidente. Cette revue de la littérature s’intéresse
spécifiqguement aux potentialités de la ChlF comme outil de gestion de la fertilisation
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azotée des cultures. Pour situer le phénoméne de ChIF d’une part et son intérét pour
évaluer le statut azoté de la biomasse végétale d’autre part, il est nécessaire de
considérer d’abord le devenir d’une lumiere incidente naturelle ou artificielle
lorsqu’elle impacte le végétal. Cette lumiere présente différentes possibilités
d’évolution. Comme I’illustre la figure 3 pour le rayonnement solaire, une part
importante de la lumiéere est absorbée par la chlorophylle contenue dans les
chloroplastes, une autre est transmise et une troisiéme est réfléchie. De la part
absorbée, une petite fraction seulement rentre dans les processus photochimiques (en
relation avec la photosynthese), une fraction tres importante se dissipe sous forme de
chaleur et la fraction restante se dissipe via une émission de fluorescence dite
chlorophyllienne. Ces proportions varient fortement, d’une part selon la composition
chimique et physique des feuilles et d’autre part, selon la dynamique de régulation
qui est fonction de I’intensité lumineuse absorbée.
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Figure 3. Représentation schématique du comportement du rayonnement solaire incident
impactant la surface d’une feuille de dicotylédone dans le spectre visible — Schematic
representation of the incident solar light behavior impacting a dicotyledonous leaf surface in the
visible spectrum.

Sous faible intensité lumineuse, la majeure partie (plus de 80 %) de I’énergie
absorbée va vers la photochimie et cette proportion diminue fortement sous de fortes
intensités lumineuses, soit lorsque 1’énergic absorbée excéde la capacité
d’assimilation de la photosynthése. Le changement des caractéristiques spectrales
des feuilles permet d’établir des indicateurs rapides et non destructifs de 1’état
nutritionnel en azote de la biomasse aérienne d’une culture. Les indicateurs reliés a
la concentration en chlorophylle des feuilles, par ses propriétés d’absorption, de
réflexion et de fluorescence, occupent une place majeure. De nombreux auteurs ont
mis en évidence la relation étroite entre les concentrations en azote et en
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chlorophylle des feuilles (Vos et al., 1993 ; Blackmer et al., 1995). D’autres
pigments foliaires en relation avec le statut azoté d’une culture peuvent également
étre estimés par la ChlF : il s’agit des composés phénoliques (les flavonoides en
particulier).

Divers outils optiques ont déja été étudiés ou sont en cours d’étude pour
I’estimation du statut azoté de diverses cultures (Goffart et al., 2008; Tremblay et al.,
2011; Mufoz-Huerta et al.,, 2013). Ces outils reposent sur des mesures non
destructrices de transmission ou de réflexion des rayonnements lumineux par la
biomasse en lien avec la concentration en chlorophylle des feuilles. Transmission
(mesurée par des chlorophyllométres) et réflexion (mesurée par des radiometres)
sont deux concepts qui sont exploités depuis des décennies pour la mise au point de
méthodes rapides d’estimation du statut azoté des cultures (Blackmer et al., 1995;
Denuit et al., 2002; Gianquinto et al., 2004). Les potentialités de la ChlF ont été
explorées plus récemment dans cette méme optique (Thoren et al., 2009; Zhang et
al., 2010; Tremblay et al., 2012). Contrairement aux mesures de réflectance souvent
utilisées, la ChlF, bien qu’ayant un signal relativement plus faible, possede
I’avantage d’étre spécifique a la plante par la caractérisation de I’activité
photosynthétique (Buschmann, 2007) et de présenter une plus grande sensibilité,
puisque le signal de fluorescence ne provient que des parties vertes du végétal
(Lichtenthaler et al., 1988). Via les mesures de réflectance, il est aussi plus difficile
de faire la distinction entre des variables corrélées telles que la biomasse et la teneur
en azote (Thoren et al., 2009). Les mesures de transmittance a [’aide du
chlorophyllométre, quant a elles, détectent essentiellement des situations de
déficience marquée en azote et pourraient présenter un retard de détection par
rapport a ’entrée réelle en carence azotée (Tremblay et al., 2012).

La ChIF est aussi décrite comme étant une signature spectrale précoce pour
détecter les carences en azote (Samson et al., 2000; Cadet, 2008). Ces auteurs
décrivent que les variations de la ChIF induite sous ultra-violets (UV) suite a un
stress azoté précedent ou accompagnent I’inhibition de croissance. Sinclair et al.
(2002) ont par ailleurs mis en évidence qu’en situation de carence azotée, la
croissance est inhibée avant que la photosynthése, liée & la concentration en
chlorophylle des feuilles, ne soit affectée. Cadet (2008) en déduit que la ChlF induite
sous UV et liée a ’accumulation des composés phénoliques permet une détection
plus précoce d’une carence en azote de la plante que les détections basées sur les
changements de réflectance ou de transmittance liés uniquement a la diminution de
la concentration en chlorophylle des feuilles.

Les connaissances importantes acquises sur la ChIF combinées aux
développements récents d’instruments miniaturisés et appropriés et de
méthodologies adaptées ont augmenté les possibilités d’application de cette
signature spectrale.

L’utilisation de la ChlF pour I’estimation du statut azoté des cultures repose sur
deux approches. La premiére approche étudie la ChlF comme indicateur de 1’activité
photosynthétique des plantes, véritable carrefour sur lequel se répercute tout état de
stress, en se basant sur la ChlF variable encore appelée cinétique de Kautsky. La
seconde approche de la ChlF repose sur I’estimation des composés métabolites
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foliaires de la plante, la chlorophylle et certains composés phénoliques, considerés
comme des indicateurs intrinséques potentiels pour I’évaluation du statut azoté des
plantes.

Cette revue vise a présenter les principes de base des phénomeénes de la ChlF pour
les deux approches considérées, englobant les aspects physique, moléculaire et
physiologigue, et expliquant les liens et les applications de ces approches dans
I’évaluation du statut azoté d’une biomasse végétale.

1.2. Méthodologie

Cette revue bibliographique a utilisé la base de données Bielefeld Academic
Search Engine, le moteur de recherche Google scholar, les ressources documentaires
disponibles dans les bibliotheques de Gembloux Agro-Bio Tech et les ressources
¢lectroniques disponibles dans les collections de 1’Université de Li¢ge. Les mots-
clés suivants en francais — et leur équivalent en anglais — ont été utilisés :
fluorescence chlorophyllienne, fluorescence chlorophyllienne variable, chlorophylle,
composeés phénoliques, azote.

1.2.1. La fluorescence chlorophyllienne

Une molécule fluorescente, ou fluorophore, posséde la propriété d’absorber de
I’énergie lumineuse (lumiere d’excitation) et de la restituer rapidement sous forme
de lumiére fluorescente (lumiére d’émission). Dans le cas de figure de la molécule
de chlorophylle, 1’absorption d’un photon fait passer la molécule de chlorophylle
d’un état énergétique fondamental So a un état excité singulet S; ou Sy, selon la
longueur d’onde absorbée respectivement dans le rouge (R) ou dans le bleu (B)
(Figure 4) (Huot et al., 2010). Cet état excité est trés instable, nécessitant ainsi de
restituer I’excédent d’énergie pour revenir a 1’état initial. La ChlIF correspond a une
transition énergétique sous forme de photon entre S1 et un des niveaux vibrationnels
de I’état So. La fluorescence est en compétition avec deux autres processus de
désexcitation de 1’énergie absorbée, la photochimie et la dissipation thermique
(Krause et al., 1991). Le photon ainsi émis par fluorescence correspond a une
énergie plus faible que le photon initialement absorbé induisant un déplacement du
spectre de fluorescence vers les grandes longueurs d’onde par rapport au spectre
d’absorption (déplacement de Stokes). La fluorescence provient de la chlorophylle
a, la chlorophylle b étant non fluorescente in vivo et détenant un rdle de pigment
accessoire qui transmet I’énergie absorbée a la chlorophylle a (Cerovic et al., 1999).

La fluorescence est caractérisée par différentes variables. En général, la premiere
approche étudie le rendement quantique de fluorescence qui est défini comme le
rapport du nombre de photons émis sur le nombre de photons absorbés. La seconde
approche étudie I’intensité de fluorescence pour une longueur d’onde qui est définie
comme le nombre de photons émis par unité de temps.
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Figure 4. Diagramme d’énergie représentant 1’état fondamental et les différents états excités
pour la chlorophylle a (en solution). Spectre d’absorption de la chlorophylle a et bandes
d’absorption (a droite) correspondant approximativement aux niveaux électroniques du

diagramme — Diagram of energy of the fondamental state and the different excited states of

chlorophyll a. Absorption spectrum of chlorophyll a with absorption bands approximately
matched to the electronic levels (Huot et al., 2010).

Fluorescence chlorophyllienne variable. In vivo, le rendement de fluorescence
varie de 0,5 & 3-5 % de la lumiére absorbée (Krause et al., 1991). La variation du
rendement de la fluorescence, également appelée cinétique de Kautsky, peut étre
expliquée par les mécanismes du quenching. Le quenching de la fluorescence est la
diminution du rendement de la fluorescence déterminée d’une part par le quenching
photochimique (qP) qui est l’utilisation de 1’énergie d’excitation pour la
photochimie au niveau des accepteurs d’électrons des centres réactionnels du
photosystéme Il (PSII) et par le quenching non photochimique (gN) qui favorise la
dissipation de l’énergie d’excitation par des mécanismes de perte de chaleur.
Lorsque tous les centres réactionnels sont ouverts et, de ce fait, préts a transférer
I’énergie absorbée le long de la chaine de transfert des électrons, le gP est a son
maximum et le niveau minimal de la fluorescence (Fo) est observé (Figure 5).
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Figure 5. Paramétres de la fluorescence chlorophyllienne variable — Variable chlorophyll
fluorescence parameters (Tremblay et al., 2012).

Fo (niveau minimal de la fluorescence) et Fm (niveau maximal de la fluorescence) : parameétres de
fluorescence pour des feuilles adaptées a 1’obscurité; Fm’ (niveau maximal de la fluorescence) et F’
(niveau de la fluorescence observé a un temps t) : paramétres de fluorescence pour des feuilles adaptées
a la lumiére — Fo (minimum fluorescence level) and Fm (maximum fluorescence level) are
fluorescence parameters for dark adapted leaves. Fm’(maximum fluorescence level) et F” (fluorescence
level observed at time t ) are fluorescence parameters for light adapted leaves.

Ce niveau de fluorescence est généralement mesuré suite a une illumination de
feuilles préalablement conditionnées a 1’obscurité. Au contraire, lorsque tous les
centres réactionnels sont fermés, le gP est a son minimum et le niveau maximal de la
fluorescence (Fm) est atteint. Ce niveau Fn est mesuré sous lumiére saturante. La
différence entre Fo et Fn est définie comme la fluorescence variable F,. La
fluorescence Fr diminue ensuite jusqu’au niveau Fs (suite a 1’augmentation du qP et
a I’induction du mécanisme du qN). L’excés d’énergie qui ne peut étre utilisé pour la
réaction photochimique est dissipé sous forme de chaleur. D’autres paramétres ont
également été introduits par Genty et al. (1989). Il s’agit du niveau de fluorescence
F’ observé pour des feuilles adaptées a la lumiére, du niveau Fn’ lorsque les centres
réactionnels du PSII sont fermés et du niveau F,” pour la fluorescence variable au
niveau de ces feuilles. Les rapports Fu/Fm et (Fn’-F’)/Fn’ sont les paramétres les plus
couramment utilisés pour la détection de divers types de stress au niveau de la
plante. Le parametre Fu/Fm est défini comme 1’efficience photochimique maximale
du PSII (Butler, 1978). Pour une large gamme de plantes saines, le rapport F./Fr, est
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de 0,8 a 0,833 (Bjorkman et al., 1987). Le rapport (Fn’-F’)/ Fn’ est défini comme
I’efficience photochimique opérationnelle du PSII sous illumination (Genty et al.,
1989). Les parametres de fluorescence peuvent étre utilisés pour évaluer les

changements photochimiques du PSII, le flux linéaire d’électrons et I’assimilation
du CO: in vivo (Baker, 2008).

Fluorescence chlorophyllienne et composés métabolites foliaires. La ChIF
d’une feuille verte, a température ambiante, est caractérisée par une premiére bande
étroite ayant un maximum d’émission dans la région R du spectre autour de 685-690
nm (fluorescence rouge ou Red Fluorescence : RF) et une deuxiéme bande plus
large avec un maximum dans le proche infrarouge (PIR) autour de 730-740 nm
(fluorescence du rouge lointain ou Far Red Fluorescence : FRF) (Buschmann,
2007). Bien qu’il existe une hétérogénéité de 1’émission de fluorescence de la
chlorophylle due a [D’existence des deux photosystémes, la fluorescence a
température ambiante provient majoritairement du PSII (Krause et al., 1991). Seule
une petite partie de la fluorescence dans le PIR vient du PSI. Les pics RF et/ou FRF
permettent d’estimer la concentration en composes métabolites foliaires de la plante:
la chlorophylle et certains composés phénoliques (les flavonoides en particulier).
Pour estimer ces derniers, il est utile de considérer aussi la FRF sous excitation de
rayonnements UV.

Rapport RF/FRF et concentration en chlorophylle des feuilles. A partir d’une
faible concentration en chlorophylle des feuilles, la RF et la FRF augmentent avec la
teneur en chlorophylle (Figure 6). A partir d’une teneur plus élevée en chlorophylle,
la FRF augmente Iégérement suite a une augmentation de la concentration en
chlorophylle, alors que la RF se stabilise puis diminue (Buschmann, 2007).

]
o
o

Fluorescence [rel, units]

Chlorophylla [mg mi’]

Figure 6. Evolution de I’intensité des fluorescences dans le rouge (RF) et dans le proche
infrarouge (FRF) de la chlorophylle a isolée en fonction de la concentration de la solution en
chlorophylle a (Buschmann, 2007 basé sur les travaux de Gitelson et al., 1998) — Changes in
the intensity of the red (RF) and the far-red (FRF) chlorophyll fluorescence of isolated
chlorophyll a in relation with chlorophyll a concentration of the solution (Buschmann, 2007
based on the work of Gitelson et al., 1998).
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Cette réduction de la RF induite par I’accroissement de la concentration en
chlorophylle est due au phénoméne de réabsorption, par la chlorophylle, du spectre
d’émission de la fluorescence au niveau des longueurs d’onde du R.

La figure 7 décrit le phénoméne de réabsorption in vivo au niveau de la feuille,
expliquant ainsi la différence d’allure observée entre le spectre d’émission (Figure
7a) et les spectres de détection de la ChIF (Figure 7d et 7e). La réabsorption est la
conséquence du chevauchement du spectre d’émission de fluorescence dans la
région du R (Figure 7b: spectre en rouge) avec le spectre d’absorption de la
chlorophylle (Figure 7b: spectre en noir). Etant donné que le spectre d’absorption de
la chlorophylle posséde un pic dans le R (de I’ordre de 680 nm) qui diminue
rapidement pour des plus grandes longueurs d’onde, la réabsorption de la FRF est
faible, comparativement a la réabsorption de la RF (Buschmann, 2007).

Detection
(upper leaf side)

d

Fluorescence

Chlorophyll Re-absorption
e / mﬂm
Emission

palisade
parenchyma
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850 700 750 800
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Figure 7. Spectres d’émission (a) et de détection (d, e) de la fluorescence chlorophyllienne (en
rouge) et spectres de réabsorption de la chlorophylle (b, ¢ en noir) émis in vivo au niveau d’une
feuille bifaciale — Emission (a) and detection (d, €) of chlorophyll fluorescence spectrum (in red)
and chlorophyll absorption spectrum (b, ¢ in black) inside a bifacial leaf (Buschmann, 2007).

La différence de concentration en chlorophylle entre la face supérieure et inférieure
des feuilles bifaciales induit un degré de réabsorption de la RF beaucoup plus
important au niveau de la face supérieure (Figure 7b: spectre en noir) que de la face
inférieure (Figure 7b: spectre en noir), ce qui explique la discrimination observée au
niveau des spectres de détection de la RF et de la FRF selon la face considérée de la
feuille (Figure 7d et 7e) (Buschmann, 2007).
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La mesure de la fluorescence par son intensité est tributaire de facteurs externes
tels que la distance, la transmission atmosphérique, la géométrie et les mouvements
du couvert végétal, d’ou le recours aux rapports d’émission de fluorescence ou
rapports d’excitation de fluorescence (Lichtenthaler et al., 1990). La prise en
considération des unités relatives permet également d’éliminer les variables de
I’instrument utilisé telles que l’intensit¢ de la lumiére ou I’angle de détection
(Buschmann, 2007).

Le rapport le plus souvent utilisé dans la littérature est le rapport RF/FRF, rapport
entre deux intensités de fluorescence. La diminution de ce rapport avec
I’augmentation de la concentration en chlorophylle est induite par le développement
de I’épaulement de la FRF et I’augmentation de la réabsorption qui affecte fortement
la RF. Cette évolution du rapport en fonction de la concentration en chlorophylle a
été observée et confirmée pour plusieurs especes de plantes et sous diverses
conditions (Lichtenthaler et al., 1988; Lichtenthaler et al., 1990; Gitelson et al.,
1998).

Des résultats obtenus par Gitelson et al. (1998) démontrent que 90 % de la
variation du rapport RF/FRF spécifique, F685/F735, est déterminée par le
changement de la concentration en chlorophylle des feuilles. Le rapport F685/F735
posséde une grande sensibilité pour des teneurs en chlorophylle faibles a modérées
(valeur proche de 0 & 100-150 mg.m2). Ce rapport sature ensuite, a partir des teneurs
modérées a élevées en chlorophylle (Gitelson et al., 1999) et donc sa sensibilité
devient relativement faible pour des teneurs en chlorophylle supérieures a 200
mg.m2 (Gitelson et al., 1998). Etant donné que le PSII définit le niveau de la ChIF
variable et que sa contribution est plus importante au niveau du pic RF
comparativement au pic FRF, le rapport RF/FRF peut étre influencé par le
rendement de la fluorescence variable, ce qui pourrait représenter une limitation
dans I’interprétation de ce rapport. Le rapport RF/FRF est également influencé par la
longueur d’onde de la source lumineuse utilisée et la température de la feuille (Agati
et al., 1995). De ce fait, une standardisation de la méthode de mesure de ce rapport
est nécessaire afin d’obtenir une information fiable. Selon Buschmann (2007), les
valeurs des rapports F690/F740 ou encore F690/F735 dépendent essentiellement de
la teneur en chlorophylle et, a un moindre degré, de 1’activité photosynthétique et,
dans une mesure relativement faible, des caractéristiques optiques de la feuille.

Rapport FRF-UV/FRF-R et concentration en composés phénoliques des feuilles.
Parmi les composés phénoliques, les flavonoides et les acides hydroxycinnamiques,
majoritairement présents dans 1’épiderme des feuilles, ont la propriété d’absorber les
rayonnements UV et donc d’agir comme un filtre UV, protégeant ainsi le mésophylle
des feuilles. Bilger et al. (1997) ont proposé I’utilisation de la transmittance
épidermique comme un outil d’estimation de la teneur en composés phénoliques
absorbants dans I’UV. Day et al. (1994) ont montré une corrélation négative étroite
entre I’absorbance UV des extraits de feuilles et la transmittance épidermique. Les
travaux de Cerovic et al. (2002) ont démontré que le rapport FRF-UV/ FRF-R est
proportionnel a 1’absorbance des UV par les composés phénoliques présents dans
I’épiderme et donc a la concentration de ces derniers (Loi de Beer- Lambert). Ce
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rapport de fluorescence FRF repose sur I'utilisation de deux longueurs d’onde
d’excitation, ['une dans I’UV (-UV) et 'autre dans le rouge (-R). L’excitation UV
(375 nm) est absorbée majoritairement par les flavonoides (les acides
hydroxycinnamiques absorbant treés peu a cette longueur d’onde), induisant ainsi une
diminution de I’excitation UV qui atteint la chlorophylle du mésophylle et donc une
diminution de la ChlF sous excitation UV (Figure 8). L’excitation R atteint intacte la
chlorophylle du mésophylle, sans étre absorbée par les composés phénoliques
présents dans 1’épiderme et induit une ChIF dans le PIR plus importante que celle
observée suite a ’excitation UV. Cartelat et al. (2005) ont mis en évidence une
relation linéaire étroite entre les flavonoides contenus au niveau des extraits de
feuilles de blé (mesurés par absorbance) et le ratio FRF-UV/FRF-R.

Red Chlorophyll uv Chlorophyll

excilction vorescence excilation fluorescence

Figure 8. Principe de mesure de la fluorescence chlorophyllienne induite suite & une excitation
UV et une excitation rouge — Measurement principle of chlorophyll fluorescence induced under
UV and red excitation (Tremblay et al., 2012).

1.2.2. Fluorescence chlorophyllienne et évaluation du statut azoté des
cultures

Utilisation de la fluorescence chlorophyllienne variable. Comme déja
mentionné, 1’émission de la fluorescence est directement liée au processus
photosynthétique de la plante. En particulier, les parametres F/Fm et (Fw’-F’)/Fr’
fournissent une estimation de I’efficience photochimique du PSIL Etant donné que
I’activité photosynthétique est reliée au statut azoté (Evans, 1989), ces paramétres de
la ChIF peuvent étre utilisés pour la détection d’un stress azoté. Sous ’action de
stress, la photochimie est ralentie, induisant ainsi 1’augmentation des rendements en
fluorescence et en perte de chaleur (Henrigues, 2009). Khamis et al. (1990) ont
démontré que, sous forte intensité lumineuse, les apports d’azote modifient le
parametre F./Fn. Cependant, sous faible intensité lumineuse, le rapport F./Fn ne
varie pas suite a une déficience en azote (Khamis et al., 1990 ; Ciompi et al., 1996).
Le fluorimetre utilisé au niveau de ces deux études est le PAM (Pulse Amplitude
Modulated, Walz, Allemagne) mesurant la fluorescence modulée apres une période
de conditionnement a I’obscurité des feuilles. La variation du ratio F\/Fr, en fonction
de l’azote refléte probablement des réponses spécifiques aux conditions
environnementales et a la dose d’azote pour les différentes especes de plantes
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considérées (Mauromicale et al., 2006). Les parametres de la ChlF variable sont peu
specifiques, car variant selon I’activité photosynthétique qui, elle-méme, est sensible
a de nombreux facteurs environnementaux (notamment 1’intensité lumineuse
ambiante et la température). La nature dynamique de ces parametres rend leur
utilisation complexe et moins fiable pour 1’évaluation du statut azoté des cultures. A
I’inverse, les paramétres RF/ FRF et FRF-UV/FRF-R de nature constitutive, variant
directement selon la concentration en chlorophylle et en polyphénols, sont donc plus
stables et peuvent s’envisager pour 1’évaluation du statut azoté des cultures.

Utilisation du rapport RF/FRF. La concentration en chlorophylle de la feuille
est positivement corrélée avec sa concentration en azote, étant donné que 1’azote est
le constituant majeur du noyau tétrapyrrole de la chlorophylle. Selon un large
consensus, 1’estimation de la concentration en chlorophylle au niveau des feuilles
permet d’estimer le statut en azote de la biomasse d’une culture et in fine d’ajuster la
dose optimale de la fertilisation azotée en cours de saison (Blakmer et al., 1995;
Goffart et al.,, 2002; Gianquinto et al., 2004). Le ratio RF/FRF diminue avec
I’augmentation des apports en azote (Schéchtl et al., 2005; Thoren et al., 2009).

Les travaux de Schéchtl et al. (2005) ont confirmé la potentialité de mesure du
rapport RF/FRF pour la détection du statut azoté pour une culture de blé sous
lumiére ambiante et en plein champ. Le laser utilisé dans cette étude induit une
excitation a 660 nm et mesure la fluorescence a 690 et 730 nm.

Le rapport F690/F730 mesuré sur culture de colza (Brassica napus L.) présente
une corrélation étroite (R? = 0,98) avec la teneur en azote (Thoren et al., 2009). Dans
cette étude, le Laser-N-detector (Planto GmbH, Leipzig, Allemagne) est embarqué
sur le toit d’un tracteur avec une distance de 3-4 m entre le capteur et la plante.

Les rapports FRF-R/RF-R et FRF-V/RF-V, ratios de fluorescence induite
respectivement sous excitation R a 635 nm (-R) ou excitation verte a 515 nm (-V) et
mesurés sur des feuilles de mais, sont fortement influencés par les doses d’azote
appliquées (Zhang et al., 2010). L’appareil utilisé au niveau de cette étude est le
fluorimétre Multiplex (Force-A, Orsay, Paris, France) mesurant par télédétection
rapprochée la fluorescence des feuilles a 685 nm (RF) et a 735 nm (FRF).

Cependant, des facteurs autres que 1’azote ont été identifiés comme agissant sur la
photosynthese et sur la teneur en chlorophylle. Ces facteurs, liés a la concentration
en soufre par exemple (Samson et al., 2000) ou encore au régime hydrique
(Gianquinto et al., 2004), montrent que les variations en chlorophylle ne sont pas
exclusivement spécifiques au statut azoté de la culture. Ceci limite 1’utilisation du
rapport RF/ FRF, relié a la concentration en chlorophylle, pour I’évaluation du statut
azoté des cultures.

Utilisation du rapport FRF-UV/FRF-R. La teneur en composés phénoliques
augmente en situation de déficit en azote. Chishaki et al. (1997) rapportent une
augmentation notable de la concentration en composés phénoliques, tels que ’acide
p-coumarique et de 1’acide férulique, au niveau des plantes de riz (Oryza sativa)
suite & une déficience en azote. Lea et al. (2007) rapportent une augmentation en
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flavonoides (anthocyanines et flavonols) au niveau des feuilles d’Arabidopsis
thaliana provoquée par une déficience en azote. Une comparaison d’extraits de
feuilles de tomates (Lycopersicon esculentum) d’un témoin non carencé en azote
avec celles en condition de carence azotée a montré une augmentation des teneurs en
flavonoides (anthocyanidines et flavonols glycosylés) pour les plantes en situation
de déficit en azote (Bongue-Bartelsman et al., 1995). Les travaux réalisés par
Stewart et al. (2001) montrent qu’une déficience en azote permet d’induire une
augmentation en flavonols, contrairement a la déficience phosphatée qui n’est pas
capable de provoquer cette réponse. L’apport d’azote supplémentaire diminue de
maniére significative les concentrations de 1’acide chlorogénique et de la
majorité des flavonols mesurées a partir des feuillesde pomme de terre (Mittelstral3
et al., 2006). L’hypothése de la balance carbone/nutriments (Coley et al., 1985),
largement acceptée par plusieurs écologistes, pourrait présenter une interprétation
physiologique de I’accumulation des composés phénoliques induite sous une carence
en azote (Cerovic et al., 1999). Cette hypothése soutient que lorsque la disponibilité
des ressources devient un facteur limitant, la croissance des plantes est inhibée plus
que la photosynthese et I’excés de carbone est ainsi alloué a la synthése de composés
phénoliques par stimulation de la voie de I’acide shikimique (Mercure et al., 2004).
Cette situation est généralement observée pour des plantes présentant une déficience
en azote (Sinclair et al., 2002). Des travaux sur Arabidopsis thaliana ont révélé que
la synthése des flavonoides améliore la tolérance au manque d’azote (Peng et al.,
2008).

Plusieurs études ont montré la potentialité d’utilisation du ratio FRF-UV/FRF-R
pour la détection d’un stress azoté au niveau de la plante. Les résultats de Cartelat et
al. (2005) ont confirmé que le ratio FRF-UV/FRF-R mesuré a partir du fluorimetre
Dualex (Force-A, Orsay, Paris, France) est relié aux différents niveaux de fumure
azotée. Dans cette étude, le ratio de fluorescence est corrélé négativement avec la
teneur en azote au niveau des feuilles (r = -0,87). Selon Demotes- Mainard et al.
(2008), le Dualex est un outil prometteur pour 1’évaluation du statut azoté.

Selon Lillo et al. (2008), différents facteurs environnementaux interagissent en
influencant les concentrations en flavonoides dans les plantes. Parmi les facteurs
(azote, température et lumiere) étudiés par Lavdal et al. (2010), le déficit en azote
est I’élément qui contribue le plus fortement a I’accumulation de flavonoides au
niveau des feuilles de tomate. La déficience en soufre n’affecte pas la variation des
composés phénoliques (Samson et al., 2000). Cependant, sous conditions de stress
hydrique, les composés phénoliques augmentent au niveau des plantes déficientes
(Estiarte et al., 1999 ; Fortier et al., 2006). Ainsi, I’accumulation des composés
phénoliques peut étre induite par plusieurs facteurs autres que 1’azote, ce qui pourrait
limiter ’utilisation du rapport FRF-UV/FRF-R dans le cadre de 1’évaluation du
statut azoté des cultures.

Les indices combinant sous forme de rapport les concentrations en chlorophylle et
en flavonoides des feuilles ont également été étudiés en relation avec le statut azoté
des cultures. Ce rapport est décrit comme étant un indicateur pertinent pour
I’évaluation du statut azoté des plantes dans une optique de raisonnement des
apports de la fertilisation azotée (Cerovic et al., 2002 ; Cartelat et al., 2005). Le
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rapport [chlorophylle]/ [flavonoides] est un meilleur indicateur du statut azoté de la
culture que la chlorophylle seule, car ce ratio est indépendant de la masse foliaire par
unité de surface et permet d’étendre la gamme de discrimination pour les différents
niveaux de fumure azotée testés en raison de la réaction inverse de la chlorophylle et
des flavonoides vis-a-vis de 1’azote (Cerovic et al., 2012 ; Agati et al., 2013). Ce
rapport posséde également 1’avantage d’atténuer, au moins partiellement,
I’hétérogénéité longitudinale dans la feuille (Cartelat et al., 2005).

Le rapport [chlorophylle]/[flavonoides] peut étre calculé par [’utilisation du
chlorophyllométre combiné au Dualex (Cartelat et al., 2005 ; Demotes-Mainard et
al., 2008) ou bien directement a partir de la nouvelle version du Dualex. Le
fluorimetre Multiplex permet également de mesurer directement, a partir des signaux
de fluorescence, un indice reliant la concentration en chlorophylle a la concentration
en flavonoides. Il s’agit d’un rapport entre deux fluorescences FRF et RF émises
respectivement sous deux excitations, I’'une dans I’UV et I’autre dans le R. Un autre
indice a également été proposé par Agati et al. (2013) pour la mesure combinée de la
chlorophylle et des flavonoides : il s’agit du ratio de la fluorescence FRF, (FRF-
V.FRF-UV)/(FRF-R)%. Cet indice issu d’excitations sous trois longueurs d’ondes
différentes (-V, -UV et -R) et calculé a partir des paramétres Multiplex a permis la
discrimination entre tous les niveaux de fumure azotée testés.

1.3.Conclusions

Les caractéristiques et les applications de deux approches de la ChlF décrites dans
la littérature ont été examinées pour 1’évaluation du statut azoté d’une culture. La
premiére approche qui étudie la ChlIF variable, associée a I’état fonctionnel de
I’appareil photosynthétique, permet d’identifier des parametres de la cinétique de
fluorescence qui nécessitent une adaptation des feuilles a 1’obscurité, une
température définie, une intensité de rayonnement déterminée et une durée
d’éclairement spécifique. De ce fait, il s’agit d’une approche assez laborieuse et
consommatrice en temps a mettre en ccuvre en plein champ dans une optique
opérationnelle fournissant une réponse rapide sur le statut azoté de la biomasse.
D’autres instruments déja commercialisés permettent également de mesurer des
parametres de la cinétique, mais sous lumiere ambiante. L’étude de la cinétique de la
fluorescence est la méthode de base au laboratoire, mais pour des raisons techniques
elle est difficilement envisageable en application en plein champ. La nature
dynamique des paramétres de la ChIF variable rend son application peu spécifique
pour I’évaluation du statut azoté des cultures.

Au lieu de miser sur cette premiere approche des variations rapides de la ChlF,
I’analyse spectrale de la ChIF émise par une feuille nous informe sur ses
propriétés chimiques telles que les concentrations en chlorophylle et en composés
phénoliques, reliées aux caractéristiques structurelles de 1’épiderme et du
mésophylle. Cette seconde approche, de nature constitutive et donc plus stable,
repose sur 1’utilisation de rapport d’intensité de fluorescence, celle-ci correspondant
au nombre de photons émis par unité de temps. La prise en considération des unités
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relatives permet d’éliminer les variables de I’instrument utilisé (intensité de la
lumiére, angle de détection, etc.). Le rapport entre FRF et RF, respectivement les
intensités d’émission de fluorescence dans le proche infrarouge et le rouge, qui
fournit une estimation de la concentration en chlorophylle des feuilles, apparait peu
sensible a la surface foliaire et a la structure de la feuille (Buschmann, 2007).
Cependant, la limitation majeure de ’utilisation de ce ratio est la variation du
rendement de la fluorescence plus importante au niveau de RF qu’au niveau de FRF
(Tremblay et al., 2012) suite au phénomeéne de réabsorption de la fluorescence dans
le rouge. Ainsi, I’utilisation du ratio de la fluorescence FRF induite sous excitations
UV et R, permettant 1’estimation de la teneur en composés phénoliques (les
flavonoides en particulier) au niveau de la feuille, serait plus adéquate dans une
optique de monitoring du statut azoté d’une culture, car la variation du rendement de
la fluorescence est la méme pour les deux longueurs d’onde d’excitation. La ChIF
induite sous UV est également décrite comme étant une signature précoce
permettant la détection rapide d’une carence azotée.

Le rapport de fluorescence qui combine la concentration en flavonoides et en
chlorophylle au niveau de la feuille présente un intérét potentiel pour 1’évaluation du
statut azoté d’une culture. La prise en compte de la chlorophylle et des flavonoides
améliore la sensibilité de ce rapport (Cartelat et al., 2005). En effet, la dépendance
inverse de la chlorophylle et des flavonoides vis-a-vis du statut azoté accroit la
discrimination entre les traitements azotés. Ce rapport possede également 1’avantage
d’atténuer, au moins partiellement, 1’hétérogénéité longitudinale dans la feuille
(Cartelat et al., 2005). Ce ratio a été proposé comme une solution afin de diminuer
I’influence de la masse foliaire par unité de surface (Cerovic et al., 2012). La mesure
de la fluorescence qui combine la concentration en flavonoides et en chlorophylle
est effectuée par pincement de la feuille (cas du Dualex) ou par télédétection
rapprochée a une distance de 10 cm entre la source de lumiere et la surface de
mesure (cas du Multiplex). Les surfaces foliaires respectives échantillonnées sont de
19-20 mm? et 50 cm?, ce qui pourrait constituer une limitation pour une mise en
ceuvre opérationnelle en application agricole. Les versions embarquées attendues de
tels systémes positionnés a distance plus grande du végétal ouvriront la porte & ces
perspectives opérationnelles. En raison de la faible spécificité de la chlorophylle et
des composés phénoliques et des flavonoides en particulier pour 1’évaluation du
statut azoté de la culture, il apparait utile de travailler avec des valeurs relatives des
indicateurs par la prise en compte d’une fenétre de référence (soit une fenétre sans
apport d’azote, soit une fenétre sur-fertilisee) plutdt que des valeurs absolues.
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2. Actualisation sur les avancées dans le domaine de la
fluorescence chlorophyllienne

La fluorescence de la chlorophylle a représente une des différentes voies de
devenir de la lumiére aprés son interception par une feuille. Les autres voies a savoir
I’émission de chaleur et la photosynthése (photochimie) permettent, parallelement a
la ChlIF, la dissipation de 1’énergie lumineuse absorbée. Ces voies de dissipation
énergétique sont ainsi interdépendantes; un changement dans l'une des voies entraine
un changement dans les deux autres. C'est ce phénomene qui permet aux mesures de
la ChIF d'étre particulierement utiles pour le suivi in vivo des plantes sous conditions
de stress. Outre son utilité pour générer des informations sur [’activité
photosynthétique et sur la productivité primaire brute, sa précocité de réponse face a
des stress biotiques et abiotiques rend cette signature potentiellement intéressante
pour la caractérisation du statut de santé de la végétation et/ou la résilience au stress
(Drusch et al., 2017).

Les deux approches de ChIF examinées dans la revue précédente ont été abordées
pour leur réle dans 1’évaluation du statut azoté des cultures en plein champ. Cette
annexe présente les avancées majeures réalisées dans le domaine de la fluorescence
depuis la réalisation de la revue en 2015 et en lien avec le statut azoté des plantes.

La premiére approche concerne la cinétiqgue de la ChIF variable. Cette
cinétique a été rapportée par Kautsky et al. (1931) qui ont observé que 1’exposition a
la lumiére des feuilles, préalablement adaptées a I'obscurité, se caractérise par une
augmentation rapide initiale de Il'intensité de fluorescence (la fluorescence rapide)
suivie d'une diminution lente jusqu’a un niveau minimum qui reste constant (la
fluorescence stationnaire). Nous avons abordé, pour cette premiére approche, la
fluorescence rapide et son rdle pour la détection des changements de I'état
physiologique des plantes sous conditions de stress azoté. Les trois étapes
fondamentales d’enclenchement de la photosynthése; a savoir 1’absorption de
I’énergie lumineuse par un complexe d'antennes photocollectrices, le piégeage de la
lumiére par la chlorophylle du centre réactionnel et le transfert d’électrons (qui fait
intervenir les deux photosystemes PS | et PS II), sont liées au statut azoté de la
culture et peuvent étre quantifiées en mesurant la ChlF. Dans la revue présentée,
nous avons évoqué différents paramétres de la fluorescence rapide. Le paramétre Fo
correspond au rendement minimal de fluorescence pour des feuilles adaptées a
I’obscurité. Le paramétre Fr représente le rendement maximal de la fluorescence
mesurée sous lumiére saturante. La différence entre Fo et Fn définit la fluorescence
variable Fy et le rapport F./Frn définit I’efficience photochimique maximale du PSII.

La ChIF variable a été longuement étudiée ces derniéres années. En prenant en
compte la fluorescence rapide, Jin et al. (2015) ont montré que le rapport Fu/Fn
mesuré sur mais augmente avec 1’augmentation des doses d’azotes testées en accord
avec les résultats de Khamis et al. (1990) cités dans la revue précédente. Cependant,
les travaux de Zivéak et al. (2015) ont montré que le paramétre de fluorescence
usuellement utilisé F./Fn et mesuré sur blé est peu sensible au facteur azote,
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contrairement aux indices Plas (index de performance pour Iactivité
photochimique) et Ply: (index de performance totale pour 1’activité photochimique)
qui répondent de maniére significative aux différents traitements azotés. Le Pl est un
indice global complexe communément appelé index de vitalité qui intégre le
rendement des différentes étapes des réactions photochimiques (absorption, piégeage
de I’énergie lumineuse et transfert d’électrons). En particulier, le Plas introduit par
Strasser et al. (2000) est le produit de trois paramétres indépendants combinant des
criteres structuraux et fonctionnels : densité des centres réactionnels, 1’efficience de
la photochimie et la conversion de 1’énergie d’excitation dans le transport des
électrons. Le Pliy, introduit par Smit et al. (2009), est basé sur le Plas et correspond
a la conservation de I'énergie a partir des photons absorbés par PSII jusqu’a la
réduction des accepteurs finaux du PSI. Le Plas détermine les altérations de la
cinétique rapide de la ChlF et particulierement entre Fo et Fr. Selon Banks (2017), le
Plas fournit plus d'informations que les paramétres contenant uniquement des
combinaisons de Fo et Fn. L’utilisation de paramétres intégratifs tels que le PI est
décrit comme étant plus pertinent comparativement aux paramétres biophysiques
complexes qui nécessitent une compréhension profonde des processus
photochimiques afin d’étre interprétés correctement (Kalaji et al., 2016).

Toujours concernant la premiére approche de fluorescence, la fluorescence
stationnaire (Fs) ou « steady state » qui traduit 1’activité photosynthétique stable
(aprés 5 a 10 min d’illumination sous une certaine intensité lumineuse) connait ces
dernieres années un essor important. La Fs (qui n’est pas prise en compte au niveau
de la revue présentée) peut &tre mesuré soit par des méthodes actives de fluorescence
(tel que la méthode Pulse Amplitude Modulated) qui utilisent une lumiére artificielle
pour exciter la feuille, soit par des méthodes passives de fluorescence qui utilisent
comme source d’excitation la lumiére solaire. Les méthodes passives exploitent des
zones du spectre solaire pour s’affranchir de la difficulté de mesurer la fluorescence
sous lumiere ambiante qui est trés faible par rapport au flux réfléchi. 1l s’agit de
zones spectrales dans lesquelles le flux lumineux venant du soleil a été absorbé par
les composés de 1’atmosphére solaire ou terrestre et dans lesquelles la fluorescence
émise par la végétation n’est pas négligeable devant le flux réfléchi. Les bandes
telluriques d'absorption de I'oxygene (les bandes O»-B et O.-A centrées & 687 nm et
760 nm respectivement) et les raies de Fraunhofer sont freqguemment exploitées pour
la mesure de la fluorescence passive induite par le rayonnement solaire (Joiner et al.,
2016).

Il est possible d’estimer la Fs a I'échelle de la feuille, du couvert végeétal et plus
récemment, a 1’échelle spatiale sur un territoire donné en se basant sur des données
satellitaires (mesures extraites de satellites non destinés a I’origine pour la mesure de
la fluorescence). Les efforts de recherche se sont naturellement tournés vers les
techniques de mesure passive depuis I’avénement des satellites qui permettent
I’extraction des mesures de fluorescence a 1’échelle spatiale. La méthode passive de
la fluorescence induite par le rayonnement solaire a été exploitée majoritairement
dans le cadre de la mission d'exploration de la fluorescence FLEX (FLuorescence
EXplorer) de 1’agence spatiale européenne qui est encore dans sa phase d’étude
(lancement prévu en 2022) et qui vise a utiliser la fluorescence a 1’échelle
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satellitaire. La plupart des articles publiés dans le domaine de la fluorescence induite
par le rayonnement solaire exploitent les bandes d’absorption dans le proche
infrarouge (Rossini et al., 2015 ; Joiner et al., 2016). Les travaux de Rossini et al.
(2015) ont montré qu’il est possible d’estimer également la fluorescence rouge a
partir d'une plate-forme aéroportée. Cendredro-Mateo et al. (2015) ont conclu que
les méthodes actives et passives de la Fs sont hautement corrélées aux traitements
azotés aussi bien a 1’échelle foliaire qu’a I’échelle du couvert végétal mesurés pour
une culture de blé.

Bien que la cinétique de ChIF variable soit décrite comme un outil utile pour
évaluer les effets physiologiques de la déficience en azote au niveau des plantes, des
données supplémentaires sont nécessaires pour démontrer I’intérét de la fluorescence
pour I’évaluation de la performance photosynthétique des plantes dans des essais au
champ recevant différents apports azotés (Zivéak et al, 2015). Les relations
complexes entre la cinétique de fluorescence, 1’état de stress et les variations
naturelles au niveau de la plante ne sont pas suffisamment bien appréhendées pour
permettre d’utiliser la ChlF comme méthode de référence pour des stress spécifiques
dans les conditions de plein champ (Kalaji et al., 2014). Ces conclusions sont en
accord avec les limitations décrites dans la revue présentée et qui traduisent les
difficultés de mesurer les paramétres de la cinétique de la ChlF variable en plein
champ et leurs faibles spécificités pour 1’évaluation du statut azoté des cultures.

Concernant la seconde approche de la fluorescence mesurée par des rapports
de fluorescence, des travaux récents ont confirmé les potentialités décrites pour
I’estimation des métabolites foliaires et particuliérement I’intérét des flavonoides
seuls ou combinés a la chlorophylle pour I’évaluation du statut azoté des cultures.

Selon Joiner et al. (2016) combiner la ChIF mesurée dans le rouge et le proche
infrarouge permet d’offrir des informations supplémentaires comparativement a la
mesure de la fluorescence dans une longueur d’onde unique. Les travaux de Jia et
al . (2018) sur le blé ont montré que le ratio de fluorescence, mesuré dans le rouge et
le proche infrarouge par la méthode passive de fluorescence a I’échelle foliaire et en
relation avec la teneur en chlorophylle, permet la détection de la teneur en azote des
feuilles. Comparativement aux indices uniques de fluorescence, ce rapport montre
une meilleure performance de détection de la teneur en azote de la feuille (Jia et al.,
2018).

Les résultats préliminaires sur riz ont indiqué que les rapports de fluorescence
(mesurée par le Multiplex) sont affectés de maniére significative par les différents
niveaux de fertilisation azotée testés (Huang et al., 2017). Ces rapports de
fluorescence reliés soit a la teneur en chlorophylle (rapport mesuré dans le rouge et
le proche infrarouge sous excitation rouge ou verte), soit a la teneur en flavonoides
(rapport mesuré dans le proche infrarouge sous excitations UV et rouge), ou encore
a la teneur en chlorophylle et en flavonoides (rapports mesurés dans le rouge et
proche infrarouge sous excitations UV et rouge ou UV et verte) sont fortement
corrélés avec le statut azoté de la plante (Huang et al., 2017).

Dans notre revue, I’approche de la fluorescence liée a 1’accumulation des
composeés phenoliques est décrite comme étant une signature spectrale précoce pour
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détecter les carences en azote. Longchamps et al. (2014) ont également démontré
que les rapports de fluorescence (mesurée par le Multiplex), liés a la teneur en
chlorophylle et en flavonoides, permettent de détecter le statut azoté du mais a un
stade précoce de la culture.

Contrairement aux mesures de la fluorescence variable et particuliérement aux
mesures de la fluorescence stationnaire qui sont sensibles aux changements diurnes,
le rapport de fluorescence reliée a la teneur en flavonoides au niveau des feuilles ne
présente pas de variation a 1’échelle journaliére (Cartelat et al., 2005 ; Zhang et al.,
2012). Les mesures de fluorescence reliée a la teneur en flavonoides peuvent donc
étre utilisées sans restriction par rapport a I’heure de mesure (Padilla et al., 2018).

Comme déja mentionnée dans notre revue précédente, la teneur en flavonoides au
niveau des feuilles augmente en réponse a d’autres facteurs de stress tels que le
stress hydrique (Estiarte et al., 1999 : Fortier et al., 2006). En culture de pomme de
terre, nous avons observé que contrairement a la chlorophylle, la teneur en
flavonoides mesurée par ChlF n’est pas sensible au stress hydrique (essais menés au
CRA-W dans le cadre du projet PotFluo, projet SPW 2012-2018) (Ben Abdallah et
al., 2017). Cette différence de réponse peut étre liée au degré de stress et a des
réactions physiologiques des plantes spécifiques a chaque culture suite au stress
hydrique.

Les travaux de Gabriel et al. (2017) ont soutenu I’intérét de la prise en compte de
la ChIF pour le monitoring du statut azoté du mais par la mesure combinée des
flavonoides et de la chlorophylle. Contrairement aux indices uniques, de
chlorophylle et de flavonoides, présentant une tendance qui sature pour des niveaux
de fertilisation azotée élevés, 1I’indice combinant flavonoides et chlorophylle montre
une relation linéaire avec les niveaux de fertilisation azotée testés. Ce facteur est
déterminant pour définir si une culture est en situation de déficience ou de suffisance
en azote (Gabriel et al. 2017).

Ainsi, suite aux derniers développements publiés, les conclusions de notre revue
portant sur 1’utilisation de la seconde approche de la ChlF pour I’évaluation du statut
azoté des cultures et présentant 1’intérét des indicateurs phénoliques seuls ou
combinés a la teneur en chlorophylle sont confirmées comme pertinentes dans le
cadre de I’évaluation du statut azoté des cultures. Il est a noter que les travaux
réalisés et qui sont en accord avec nos conclusions se sont intéressés a des cultures
comme le blé ou le riz ; en culture de pomme de terre, a notre connaissance, aucune
étude portant sur la fluorescence active et reliée aux indicateurs phénoliques n’a été
réalisée, ce qui permet de maintenir I’originalité de cette these.
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3. Lien avec le chapitre suivant

Dans le chapitre 2, deux approches basées sur la ChlF sont examinées. La
premiere approche, classiqguement abordée par la majorité des auteurs, étudie la ChlF
variable, ou cinétique de Kautsky comme une sonde de 1’activité photosynthétique
de la plante. La seconde approche repose sur l’estimation par la ChlF de la
concentration en composés foliaires, plus spécifiquement la chlorophylle et les
composeés phénoliques (la classe des flavonoides).

La ChIF apparait comme une signature spectrale prometteuse pour la détection du
statut azoté des cultures en plein champ. Cependant, 1’analyse spectrale de la
seconde approche de la ChIF émise par une feuille, reliée aux caractéristiques
structurelles de 1’épiderme et du mésophylle et permettant [’estimation des
métabolites foliaires, semble plus intéressante que la variation de la cinétique de la
ChIF reliée a 1’activité photosynthétique des plantes. Cette seconde approche, de
nature constitutive et donc plus stable, repose sur 1’utilisation de rapports de
fluorescence.

Dans une optique d’une évaluation du statut azoté de la culture en cours de saison,
I’utilisation du rapport de la ChlF du proche infrarouge, induite sous excitations UV
et rouge, en relation avec I’estimation de la teneur en flavonoides au niveau de la
feuille serait en particulier plus adéquat considérant les potentialités recherchées des
indicateurs du statut azoté.

Justesse des mesures. Le rapport de ChIF, qui repose sur I’estimation des
indicateurs flavonoides (seuls ou combinés a la teneur en chlorophylle), est corrélé
négativement avec la teneur en azote au niveau des feuilles et pourrait donc étre
utilisé pour mesurer indirectement le statut azoté de la culture.

Précocité de détection. Cette approche de la ChiIF relative a 1’accumulation des
flavonoides au niveau des feuilles de plantes carencées en azote est également
décrite comme étant une signature précoce permettant la détection rapide d’une
carence azotée.

Sensibilité des mesures. La ChlF liée a l'estimation des indicateurs flavonoides
permet la discrimination entre les niveaux de fertilisation azotée testés. Le rapport de
ChIF qui combine la concentration en flavonoides et en chlorophylle au niveau de la
feuille présente un intérét potentiel pour 1’évaluation du statut azoté d’une culture.
La prise en compte de la chlorophylle et des flavonoides améliore la sensibilité de ce
rapport. En effet, la dépendance inverse de la chlorophylle et des flavonoides vis-a-
vis du statut azoté accroit la discrimination entre les traitements azotés.
Contrairement aux indices chlorophylle et flavonoides présentant une tendance qui
sature pour des niveaux de fertilisation azotée élevés, I’indice combinant flavonoides
et chlorophylle montre une relation linéaire avec les niveaux de fertilisation azotée
testés.

Influence de différents facteurs sur les mesures de la ChlF. Contrairement au
rapport de ChIF liée a la teneur en chlorophylle, le rapport lié & la teneur en
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flavonoides n’est pas influencé par la variation du rendement de ChlF liée a la
réabsorption. La mesure de fluorescence induite sous UV est également plus stable a
I’échelle journaliére, comparativement aux valeurs de la ChlF variable sensibles aux
changements diurnes. Le rapport de ChIF qui combine la concentration en
flavonoides et en chlorophylle au niveau de la feuille posséde également 1’avantage
d’atténuer, au moins partiellement, 1’hétérogénéité longitudinale dans la feuille. Ce
rapport a été proposé comme une solution afin de diminuer ’influence de la masse
foliaire par unité de surface.

A partir de ce chapitre, nous avons ainsi présenté I’intérét de la prise en compte de
la mesure active de la ChIF induite sous UV et reliée aux indicateurs flavonoides
seuls ou combinés a la teneur en chlorophylle des feuilles, pour plusieurs cultures
(par exemple le mais, le tournesol, et le blé). Cependant, les avantages de la
signature de la ChlF et la relation entre les flavonoides et le statut azoté de la
biomasse aérienne n’ont pas été testés en culture de pomme de terre en plein champ.
L’intérét de la prise en compte de cette signature dans le cadre d’une évaluation du
statut azoté en culture de pomme de terre réside dans ses potentialités décrites et
particulierement sa réponse précoce et sensible. D’une part, le critére de précocité
pour une culture a cycle de croissance court et ayant une période bréve de
prélevement de 1’azote est particuliérement important puisque la détection et la
correction du statut azoté en pomme de terre doivent étre réalisées assez t6t en
saison, entre 20 et 55 JAE, sans porter de préjudices au rendement. D’autre part,
contrairement aux indicateurs chlorophylle, qui sont souvent utilisés dans le cadre de
I’évaluation du statut azoté en pomme de terre et qui montrent une tendance qui
sature pour des niveaux de fertilisation azotée élevés, les indicateurs de ChlF
combinant flavonoides et chlorophylle permettent la discrimination entre les divers
niveaux de fertilisation azotée.

Ainsi, au niveau des chapitres suivants, les essais menés se concentrent sur la culture
de pomme de terre en relation avec 1’évaluation de son statut azoté. Le chapitre 3
considere une base indispensable de la thése qui est I’établissement de la courbe
critigue de dilution de I’azote pour la variété Bintje en Belgique. Cette courbe
permet de définir la méthode de référence pour I’évaluation du statut azoté de la
culture et la détermination du statut azoté optimal de la biomasse.
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Chapitre 3. La courbe critique de dilution de ’azote
et ’indice de nutrition azotée

Le chapitre 3 a pour but de définir la méthode de référence en matiére d’évaluation
du statut azoté de la culture spécifiquement pour la culture de pomme de terre dans
les conditions belges. L’indice de nutrition azotée (INN) représente ’indicateur de
référence en matiére d’évaluation du statut azoté de la culture et qui permet de
définir I’optimum azoté de la biomasse. Au départ de cette approche invasive, 'INN
est calculé grace a la courbe critique de dilution de 1’azote. L’établissement de la
courbe de dilution de I’azote en Belgique pour la culture de pomme de terre est
présenté au niveau de I’article publié : [Ben Abdallah F. , Olivier M. , Goffart).P. &
Minet O. 2016. Establishing the Nitrogen Dilution Curve for Potato Cultivar Bintje
in Belgium. Potato research, 59: (3), 241-258].

La définition de la méthode de référence permettra ultérieurement de vérifier la
justesse des méthodes indirectes de ChIF liée a I’estimation de la teneur en
flavonoides des feuilles pour 1’évaluation du statut azoté de la culture.
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Abstract. The nitrogen nutrition index (NNI) is recognized as a reliable plant-
based method for diagnosing the crop nitrogen status (CNS). The NNI is based on the
concept of critical nitrogen (Nc) dilution curve describing the Nc concentration in
the whole plant as a function of the total crop biomass (W). The objectives of this study
were (i) to establish the specific potato Nc dilution curve for cv. Bintje under Belgian
growing conditions; (ii) to assess if the established curve for cv. Bintje could be used
for cv. Charlotte; (iii) to compare the established curve with the existing Nc potato
curves; and (iv) to assess the possibility of using the obtained Nc curve to evaluate the
potato CNS and to predict the final yield. Field experiments studying increasing
nitrogen (N) rates were conducted at different locations in Belgium for several years.
Biomass N concentration and W production were determined at different sampling
dates, and the final tuber yield was determined at harvest. At a sampling date, the Nc
was determined by selecting the data point from the treatment presenting the highest
W. The NNI was calculated as the ratio between the measured N concentration in W
and the predicted Nc according to the Nc dilution curve. The Nc curve (Nc (%) =
5.37 W%%) was developed for potato for cv. Bintje under Belgian conditions
matching also for cv. Charlotte. The Belgian Nc curve presented similar values as
the curves developed previously in Scotland and the Netherlands. NNI was related to
relative tuber yield (ratio between the tuber yield obtained for a given N rate and the
highest tuber yield obtained among all N application rates). The Nc curve and the
NNI adequately identified situations of limiting and non-limiting N nutrition and
could be used to establish the potato CNS and to predict the final yield.

Keywords. Critical nitrogen dilution curve. Crop nitrogen status. Nitrogen nutrition index.
Plant-based method. Potato
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Abbreviations.

CNS: Crop nitrogen status
DM: Dry matter

Nc: Critical nitrogen

NNI: Nitrogen nutrition index
RY: Relative yield

W: Total biomass

1.1. Introduction

Plant-based diagnosis methods can be used to improve the efficiency of nitrogen
(N) fertilizers use and reduce the risks of N losses to the environment. The nitrogen
nutrition index (NNI) is recognized as a reliable, plant-based method for diagnosing
the crop N status (CNS) (Justes et al. 1994; Bélanger et al. 2001; Ziadi et al. 2008;
Lemaire and Gastal 2009; Li et al. 2012). The NNI was proposed to quantify the
intensity of both N deficiency and luxury consumption of a given crop (Justes et al.
1994; Lemaire and Gastal 1997) and to establish its N requirements (Giletto and
Echeverria 2012). The NNI is calculated as the ratio between the plant N concentration
and the critical N (Nc) concentration. The Nc concentration is defined as the minimum
plant N concentration allowing maximum shoot biomass (Ulrich 1952). The concept of
an Nc curve based on the N concentration in whole plants was first developed by
Lemaire and Salette (1984) for tall fescue (Festuca arundinacea Schreb.) and has been
successfully applied to many crops including wheat (Triticum aestivum L.) (Justes et al.
1994; Ziadi et al. 2010), corn (Zea mays L.) (Plénet and Lemaire 2000; Ziadi et al.
2008), rapeseed (Brassica napus L.) (Colnenne et al. 1998), rice (Oryza sativa L.)
(Sheehy et al. 1998) and potato (Solanum tuberosum L.) (Greenwood et al. 1990;
Duchenne et al. 1997; Bélanger et al. 2001; Giletto and Echeverria 2012). The Nc is
represented by an allometric function:

eg. 1
Nc(%) =aW™

where W is the total biomass expressed in tons (t) of dry matter (DM) ha™, Nc isthe
total N concentration in the plant expressed in grams per 100 g of DM (%), and aand b
are parameters to be estimated (Bélanger and Gastal 2000). The parameter a represents
the N concentration at a total biomass of 1t DM ha ™%, and b represents the coefficient of
dilution which describes the relationship of decreasing N concentration with increasing
W. In potato, due to the strong effect of N nutrition on the partitioning of DM between
shoots and tubers, the values of a and b are estimated using the combined biomass of
shoots and tubers and the corresponding N concentration of this combined biomass
(Duchenne et al.1997, Bélanger et al. 2001; Giletto and Echeverria 2012).
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For potato, parameters a and b were reported for different cultivars and under
different pedo-climatic conditions. Greenwood et al. (1990) reported values of a =
5.36 and b = 0.46 for cultivar (cv.) Voran and cv. Eigenheimer (data from Scotland
and the Netherlands); Duchenne et al. (1997) reported values of a=5.21 and b = 0.56
for cultivars Bintje, Kaptah Vandel, Russet Burbank and Saturna (data from France);
Bélanger et al. (2001) reported values of a = 5.04 and b = 0.42 for cv. Shepody and
values of a = 4.57 and b = 0.42 for cv. Russet Burbank (data from Canada); and
Giletto and Echeverria (2012) reported values of a=5.30 and b = 0.42 for cv. Innovator
(data from Argentina). For biomass less than 1 t ha™, Nc takes a constant value due to
its small decline with increasing W (Justes et al. 1994) and the lack of competition for
light of isolated plants (Lemaire and Gastal 1997). For potato, Duchenne et al. (1997)
reported a constant value for W less than 1.35 t ha* which coincides with the
beginning of competition between plants for light and also with the time of tuber
initiation. Greenwood et al. (1990), Duchenne et al. (1997) and Giletto and Echeverria
(2012) based their estimation of the Nc curve on data with a range of W up to 12—
15 t ha™t. Bélanger et al. (2001) selected W ranging from 1 to 6 t DM ha* to avoid
measurements with senescence towards the end of the growth cycle.

To our knowledge, no critical curve was established in Belgium for the potato crop.
The objectives of this study were (i) to establish the specific potato Nc dilution curve
for cv. Bintje under Belgian growing conditions; (ii) to verify if the established curve
for Bintje could be used for cv. Charlotte; (iii) to compare the established curve with the
existing Nc curves for potato established in other countries; and (iv) to assess the
possibility of using the obtained Nc curve to evaluate the potato CNS and to predict
the final yield.

1.2. Material and methods

1.2.1. Field experiments

Experiments in various regions of Belgium were used to estimate the Nc curve.
These experiments consisted of several previous trials implemented in the framework
of larger studies conducted at the Walloon Agriculture Research Centre (from 1997 to
2000, in 2004 and from 2010 to 2014). Trials included two cultivars: Bintje and
Charlotte. Cultivar Bintje was chosen as it is the most important cv. in Belgian
agriculture. In order to verify if the established curve could also be used for other
cultivars with shorter growing season, cv. Charlotte was also used in this study as it
has an early growing cycle compared to mid-early growing cycle for Bintje. Table 1
summarizes the site characteristics of the experiments. The experimental design for
the period 1997-2010 was a randomized block scheme with increasing N-fertilizer
rates. From 2011 to 2014, the design was a split-plot block scheme with cultivars
Bintje and Charlotte as main plots and N rates as sub-plots. Ammonium nitrate
fertilizer (solid granules, 27% N + 4% MgQ) was broadcasted and incorporated just
before planting. Phosphorus (P) and potassium (K) fertilizers were applied before
planting at rates around 70-80 kg P.Os ha* and 250-300 kg KO ha™. Trials were
rain fed, and no period of significant drought stress was observed for those trials.
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1.2.2. Analytical methods

Plant samples were collected for all the sites for different sampling dates (except for
the site Roisin 2000 for which there was only one sampling date) (Table 1). Eight plants
per plots were collected and taken to the laboratory. The harvested plots were spaced
out to avoid the influence of the previous sample collection. The plants were washed,
air dried and weighed in order to determine separately the shoots (leaves + stems)
and tubers’ fresh weights. Sub-samples of each plant part were then dried at 80 °C up
to constant dry weight. The DM concentration of each sample was then calculated.
W was calculated by adding the shoot biomass and tuber DM. The dried samples of
shoots and tubers were finely crushed with a Cyclotec 1093 sample mill (FOSS,
Tecator). The N concentration in shoots and tubers was determined with near-
infrared (NIR) spectroscopy using a FOSS-NIR Systems 6500 scanning instrument
(NIR-Systems, Silver Springs, MD) and calibrated using the Dumas combustion
method (LECO, St. Joseph, MI, USA) and the statistical method developed by Shenk
and Westerhaus (1993). The N concentration (% N) in W was calculated as:

eq.2
(%Nshoots X Wshoots) + (%Ntubers * Wtubers)
w

%N =

where % Nshoots and % Nuwpers are the N concentrations in shoots and tubers
respectively, expressed in grammes per 100 g* of DM. W is the total biomass in t
DM ha™, Wanoots is the shoot biomass in t DM ha™* and Wipers is the tuber biomass in t
DM ha.

1.2.3. Data processing

The collected data set for cv. Bintje was divided in a calibration and a validation
data set (Table 1). The calibration of the Nc curve requires the identification of data
points for which N does not limit crop growth. Therefore, a procedure was used
similar to Greenwood et al. (1990) as Duchenne et al. (1997), Bélanger et al. (2001),
Ziadi et al. (2008), Giletto and Echeverria (2012) and Li et al. (2012) did. At each
sampling date, for cv. Bintje, W and total biomass N concentration were analysed by
analysis of variance (F test) and the LSD test (SAS 9.4). Sampling dates were not used
for the determination of the Nc curve when the F value indicated no significant
difference (p < 0.05) of W among the N application rates. For the remaining
sampling dates, the significantly highest W obtained with any level of fertilizer and
the corresponding N concentration (%) were identified using the LSD test (p < 0.05).
These data points were used for the establishment of the Nc curve. Where the highest
W was obtained with more than one N-fertilizer level, the data obtained with the
lower N level was selected for the establishment of Nc curve.
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Table 1. Soil and crop characteristics of the experimental sites in Belgium used for the calibration and the validation (*) of the critical N

(Nc) curves.

Year  Cultivar Site Soil Soil Soil Rainfalls Planting Crop Applied N Plant sampling
organic mineral N  type from date  emergence (kg ha?) dates
matter before April to date

(%) plantation August
(kg ha) (mm)
(0-60 cm)
-~ Silt 0-75-113- 12/6-24/6-3/7-
Bintje Gembloux 2.2 29 loam 339 8/4 23/5 150-188 16/7-30/7-12/8
1997 Sandy 0-58-87
Bintje Masnuy 2.3 72 loam 344 3/4 20/5 115-144 10/6-1/7-24/7
-~ Silt 0-88-132- 22/6-1/7-13/7-
108 Bintje Gembloux 2.1 27 loam 449 4/5 21/5 176-220 20/8
-~ . Sandy 0-88-132- 24/6-7/7-15/7-
Bintje Gouy 1.9 55 Loam 429 23/4 25/5 176-220 25/8
Binte  Franiere 2.6 26 Loam 322 415 255 PO ogem
Bint . Silty 0-119-170-  14/6-24/6-8/7-
intje Gembloux 1.6 35 clay 381 4/5 25/5 291 19/7-30/8
loam
1999 Silty 0-84-120-
Charlotte ~ Gembloux 1.6 35 clay 381 4/5 26/5 156 6/7-22/7-5/8
loam
Bintje Incourt 1.8 33 Loam 289 6/5 25/5 0'1122()';60' 28/6-23/8
Bintje Marcq 1.8 7 Loam 328 4/5 25/5 0'1%%';50' 1/7-18/8
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Table 1. to be continued.

Year  Cultivar Site Soil Soil Soil Rainfalls Planting Crop Applied N Plant sampling
organic mineral N  type from date  emergence (kg hal) dates
matter before April to date

(%) plantation August
(kg ha) (mm)
(0-60 cm)
1999 Bintje Pontillas 1.5 13 Loam 374 2/5 25/5 O'Sf;f& 28/6-16/8
Silty 0-102-145-  15/6-29/6-13/7-
Bintje Gembloux* 2 33 clay 431 11/4 15/5
189 16/8

loam

2000 Bintje Longpré 2.2 27 Loam 458 14/4 14/5 0_918;31240_ 9/8

Bintje Roisin 2.2 27 Loam 445 13/4 6/6 0_1013345_ 19/7
. 14/6-21/6-28/6-
2004 Bintje Gembloux 2.2 26 Silt 332 16/4 21/5 0-100-140- 57 1 517-19/7-
loam 180-240
27/7-9/8
- Silt 0-115-165-  14/6-28/6-5/7-
- Bintje Gembloux 1.6 36 loam 375 26/4 26/5 215248 12/7-26/7
Silt 0-100-140- 17/6-1/7-8/7-
Charlotte ~ Gembloux 1.6 36 loam 375 26/4 3/6 180-210 15/7-19/7
- Silt 0-98-140- 14/6-6/7-20/7-
2011 Bintje Gembloux 1.7 39 loam 303 19/4 19/5 180-210 25/7
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Table 1. to be continued.

Year  Cultivar Site Soil Soil Soil Rainfalls Planting Crop Applied N Plant sampling
organic mineral N  type from date  emergence (kg hal) dates
matter before April to date
(%) plantation August

(kg ha') (mm)
(0-60 cm)
Silt 0-84-120- 20/6-4/7-11/7-

2011  Charlotte  Gembloux 1.7 39 loam 303 19/4 19/5 156-180 18/7

. 0-50-100-
Binie  Gembloux 2.2 46 Silt 342 13/5 216 150-200-  2//6-4/7-11/7-
loam 250 25/7
2012
Silt 0-50-100-
Charlotte ~ Gembloux 2.2 46 | 342 13/5 1/6 150-200-  27/6-2/7-9/7-16/7
oam 250
. 0-50-100-
Binie  Gembloux* 13 36 Silt 208 25/4 706 150-200-  19/6-26/6-11/7-
loam 237
250
2013 0-50-100-
Charlotte  Gembloux 1.3 36 Silt 298 25/4 5/6 150-200- 17/6-24/6-1/1-
loam 15/7
250
Binie  Gembloux 2.1 72 Silt 428 15/ o5 0100200+ g 217 3077
loam 250
2014  Charlotte Gemblouxl 2.1 72 Silt 428 15/4 1955 0100200+ 66 56760877
loam 250
Charlotte Gembloux2* 2.4 39 Sit 408 154 195 0-100-250 246871517
loam 2317

Harvesting dates for Bintje were from the end of August to the beginning of October and for Charlotte from mid of August to the end of September.
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Only data with W higher than 1 t DM ha* were used for the calibration of Nc
curve. The set of data was limited to the period of June and July (period between 20
and 70 days after emergence (DAE)) to avoid including measurements in the
senescence period corresponding to the end of the growth cycle. The parameters of
Nc curve in Eg. (1) were obtained using the SAS non-linear regression procedure
(PROC NLIN). Pseudo-R? was used to assess model fit with the SAS non-linear
procedure (Brook et al. 2008).

The validation data for cv. Bintje were also classified using the LSD test (p < 0.05).
For each sampling date, a treatment with significantly lower W than the W of the
treatment having received higher N rate was considered to be a limiting N condition. A
treatment with significantly higher W than the W of the treatment having received
lower N rate was considered to be a non-limiting N condition. Treatments were not
selected if their W was classified in more than one group.

For cv. Charlotte, due to the limited number of data points meeting the afore
mentioned criteria (only four points), the Nc curve was not established. This set of
data was used to verify if the established curve for cv. Bintje could also be used for cv.
Charlotte by identifying the limiting N conditions and the non-limiting N conditions
(LSD test at p <0.05).

The NNI for Bintje was calculated at each sampling date as the ratio between the
measured % N concentration in W (as in Eq. 2) and the predicted % Nc. The relative
yield (RY) was calculated as the ratio of the tuber yield obtained for a given N rate with
the highest tuber yield obtained among all N application rates.

The relationship between NNI and RY was defined for three periods of the crop
growth season. The three functions were estimated using the SAS quadratic plateau
procedure (PROC NLIN). The first quadratic function took into account the average of
the NNI values across all sampling dates (Ziadi et al. 2010; Li et al. 2012). The second
function took into account the average of the NNI values across the period between 20
and 55 days after emergence (DAE). This period corresponds to the optimal period for
assessment of CNS as previously stated by Olivier et al. (2006). The third function took
into account the NNI calculated for the last sampling dates for each site (dates between
44 and 94 DAE). The last sampling date corresponded to the available one closest to
the harvesting date. This third period is similar to that used by Chambenoit et al. (2004)
(NNI measured just before haulm destruction) and Giletto and Echeverria (2012) (NNI
measured at tuber bulking) for establishing the relationship between RY and NNI.

1.3. Results and discussion

1.3.1. Total crop biomass production and nitrogen concentration

The W production during the growing season ranged from 0.33 to 12.71t DM ha'?
for Bintje and from 0.46 to 12.83 t DM ha? for Charlotte depending on N
applications rates, sampling dates, site and year (Table 2).
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Table 2. Total biomass production for different potato trials conducted in Belgium with increasing N-fertilizer rates from 1997 to 2014 of
cultivar Bintje or Charlotte.

Cultivar Sites Year Date DAE? Total Biomass (t DM ha?) F test? LSD¢
Applied N (kg N ha'l) 0 75 113 150 188
12/06 21 0.79 1.15 1.14 1.2 1.25 * 0.27
24/06 33 2.17 3.08 3.38 3.33 331 wx 0.68
Gembloux 1997 3/07 42 3.42 5.32 4.87 5.19 5.03 * 1.09
16/07 55 6.44 8.82 8.17 8.25 8.84 wx 1.08
30/07 69 9.37 12.36 10.85 12.34 12.71 * 2.03
Applied N (kg N hal) 0 58 87 115 144
10/06 22 1.08 0.89 1.06 1.08 0.84 ns
Masnuy 1997 1/07 43 4.05 5.63 451 4.67 4.95 ns
Bintje 24/07 66 10.42 11.76 11.24 9.43 10.58 ns
Applied N (kg N hal) 0 88 132 176 220
22/06 33 0.93 1.78 1.66 1.82 1.66 wx 0.46
Gembloux 1998 1/07 42 2.44 3.59 3.41 3.66 3.66 *x 0.6
13/07 54 5.16 8.23 6.48 6.58 7.08 wx 1.31
24/06 31 1.07 1.73 1.89 19 151 ns
Gouy 1998 7/07 44 3.47 4.62 4.33 55 4.06 * 1.27
15/07 52 4.4 6.75 6.61 7.97 5.59 * 1.97
Applied N (kg N ha?) 0 119 170 221
Franiére 1999 28/07 35 1.87 2 1.75 1.97 ns
Gembloux 1999 14/07 21 0.53 0.5 0.4 0.44 ns
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Table 2. To be continued

Cultivar Sites Year Date DAE? Total Biomass (t DM ha?) F test? LSD¢
Applied N (kg N ha?) 0 119 170 221
24/07 31 1.66 2.12 1.72 2 ns
Gembloux 1999 8/07 45 4.44 5.39 55 5.38 * 0.73
19/07 56 7.82 8.96 7.29 8.24 ns
Applied N (kg N ha't) 0 112 160 208
Incourt 1999 28/06 35 2.64 2.53 2.48 2.34 ns
Applied N (kg N ha't) 0 105 150 195
Marcq 1999 1/07 38 1.96 2.06 2.24 2.27 ns
Applied N (kg N hat) 0 88 125 163
Pontillas 1999 28/06 35 2.64 331 331 3.36 * 0.55
Bintje  Applied N (kg N ha'l) 0 102 145 189
15/06 32 1.75 2.78 2.38 2.71 * 0.68
Gembloux 2000 29/06 46 4.69 5.83 5.15 5.62 ns
13/07 66 8.06 8.92 8.32 8.49 ns
Applied N (kg N ha%) 0 102 145 189
Roisin 2000 19/06 44 2.43 2.88 2.68 2.6 ns
Applied N (kg N ha'%) 0 100 140 180 240
14/06 25 0.62 0.94 1.01 0.96 0.92 ns
Gembloux 2004 21/06 32 1.88 2.49 2.52 2.45 2.37 ns
28/06 39 2.94 41 3.73 3.85 3.99 * 0.6
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Table 2. To be continued

Cultivar Sites Year Date DAE? Total Biomass (t DM hat) F test? LSD¢
Applied N (kg N ha?) 0 100 140 180 240
5/07 46 4.19 5.53 5.78 5.46 6.08 *x 0.71
12/07 53 5.67 7.29 6.82 6.98 7.47 faaied 0.48
Gembloux 2004
19/07 60 6.7 9.01 8.73 8.39 9.35 *x 1.32
27/07 68 8.16 10.81 10.24 11.06 10.98 * 2.04
Applied N (kg N ha't) 0 115 165 215 248
14/06 25 0.65 0.83 0.71 0.77 0.68 ns
28/06 34 31 3.19 3.42 3.22 3.42 ns
Gembloux 2010 5/07 41 4.2 4.33 434 4.06 441 ns
o 12/07 48 5.12 55 5.24 5.43 5.27 ns
Bintje
26/07 62 7.19 7.72 8.15 7.07 7.8 ns
Applied N (kg N ha1) 0 98 140 182 210
14/06 27 1.44 1.46 1.27 1.55 1.36 ns
6/07 49 5.55 5.15 5.41 5.37 5.53 ns
Gembloux 2011
20/07 63 8.26 8.25 8.04 8.88 8.53 ns
25/07 68 8.77 10.22 8.86 9.42 9.3 ns
Applied N (kg N ha?) 0 50 100 150 200 250
27/06 26 1.02 1.1 1.21 1.37 1.28 1.32 ns
Gembloux 2012
4/07 33 1.91 2.83 2.83 2.75 3.25 2.97 *x 0.55
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Table 2. To be continued

Cultivar Sites Year Date DAE? Total Biomass (t DM hat) F test? LSD¢
Applied N (kg N ha?) 0 50 100 150 200 250
11/07 40 3.25 341 4 4.28 4.29 4.66 falaied 0.41
Gembloux 2012
25/07 54 5.82 7.31 6.06 7.54 5.4 6.21 ns
19/06 13 0.33 0.44 0.41 0.44 0.52 0.43 ns
26/06 20 1 1.41 1.16 1.45 1.23 1.29 ns
L Gembloux 2013
Bintje 11/07 35 3.79 4.33 4.35 4.64 5.04 4.5 ns
23/07 47 5.19 6.67 7.14 7.21 7.13 6.76 * 1.36
18/06 29 251 291 2.85 2.67 ns
Gembloux 2014 3/07 44 5.99 5.99 6.75 6.76 ns
30/07 71 10.23 11.7 111 11.77 ns
Applied N (kg N ha'?) 0 84 120 156
6/07 42 3.07 3.43 4.22 4.32 ns
Gembloux 1999
22/07 58 5.79 8.47 7.7 8.29 ns
Applied N (kg N ha%) 0 100 140 180 210
17/06 15 0.88 1.04 1.03 0.83 0.96 ns
Charlotte
1/07 29 3.34 4.01 3.71 3.3 3.35 ns
Gembloux 2010 8/07 36 4.72 5.13 4.38 5.07 5.22 ns
15/07 43 5.83 591 6.11 5.19 5.93 ns
19/07 47 5.36 6.08 6.05 5.95 6.16 ns
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Table 2. To be continued

Cultivar Sites Year Date DAE? Total Biomass (t DM ha'l) F test? LSD¢
Applied N (kg N ha?) 0 84 120 156 180
20/06 33 2.36 2.64 232 2,77 2.95 ns
4/07 47 5.17 5.59 5.32 6.03 5.19 ns
Gembloux 2011
11/07 54 6.45 7.6 6.37 7.57 6.47 ns
18/07 61 8.51 9.64 9.4 9.68 10.13 ns
Applied N (kg N ha't) 0 50 100 150 200 250
27/06 27 1.27 1.35 1.46 1.49 15 1.46 ns
2/07 32 2.09 2.38 274 2.64 2.69 2.63 ns
Gembloux 2012
9/07 39 4.09 4.54 4.1 4.54 4.57 4.3 ns
Charlotte 16/07 48 5.01 4.8 55 5.47 5.96 5.49 ns
17/06 13 0.46 0.58 0.63 0.53 0.61 0.54 *x 0.09
24/06 20 1.03 1.37 1.51 1.43 1.7 1.36 *x 0.31
Gembloux 2013
1/07 27 2.19 2.53 291 294 3.27 2.98 *x 0.51
15/07 41 5.34 6.7 6.91 7.41 6.96 6.94 okk 0.68
Applied N (kg N hat) 0 100 200 250
16/06 30 2.42 241 2.69 2.53 ns
Gemblouxl 2014 26/06 44 5.43 5.73 5.74 5.87 ns
28/07 72 9.45 11.16 11.67 12.83 ns
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Table 2. To be continued

Cultivar Sites Year Date DAE? Total Biomass (t DM hat) F test? LSD¢
Applied N (kg N ha't) 0 100 250
24/06 36 331 3.87 3.53 ns
8/07 51 6.02 7.22 7.24 * 0.89
Charlotte Gembloux2 2014
15/07 58 7.22 7.88 8.91 ns
23/07 66 8.92 10.89 10.03 ns

Bold numbers represents total biomass used for the validation

@ days after emergence

b *F test indicating statistical significance at p < 0.05; **F test indicating statistical significance at p < 0.01;
***F test indicating statistical significance at p < 0.001; ns indicates no significance (p > 0.05);
¢ Least significant difference calculated if the F test indicated significant difference among total biomass (t of dry matter ha™ )
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Except for some situations (particularly at the beginning of the growing cycle), W
generally increased with increasing N rates. This effect, not always statistically
significant, was observed especially by comparing the non-fertilized treatments to N
fertilized treatments.

The change of crop N concentration with time for Bintje in 1998 at Gembloux is
shown as an example (Figure 9). Crop N concentrations varied from a maximum of
5.23% of DM (observed for the 176 N rate at 22/6) to a minimum of 0.88% of DM
(observed for the O N rate at 20/8). The N concentration decreased as W increased
during the growing season. This decline of N concentration with time reported by many
studies (Justes et al. 1994; Duchenne et al. 1997; Bélanger et al. 2001; Li et al. 2012;
Giletto and Echeverria 2012) corresponds to the dilution phenomenon which is mainly
attributed to two processes. The first process corresponds to self-shading of leaves that
induces a non-uniform leaf N concentration from the top of the canopy layers with high
N concentration to the shaded layers with low N concentration (Lemaire et al. 1991;
Pons and Pearcy 1994). The second process is the increase in the proportion of plant
structural and storage tissues with a lower nitrogen concentration (Caloin and Yu1984).
Crop N concentration varied significantly with N rates; higher N rates mostly resulted
in higher N concentrations (Figure 9).
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Figure 9. Changes of nitrogen concentration in total biomass (W, expressed in % of dry matter)

with time for potato cultivar Bintje under different N rates (kg N ha™) at the site Gembloux in
1998. The vertical bars represent LSD values (p < 0.05) at each plant sampling date.

1.3.2. Determination of the critical nitrogen dilution curve for
cultivar Bintje
Among the sites and years used to establish the critical dilution curve, 16 sampling
dates (between 21 and 69 DAE) for Bintje met the previously defined statistical criteria.

Each of these sampling dates provided a point of Nc concentration for a given W
(Table 3).
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Table 3. Critical nitrogen concentration data points selected for the calibration of the
Belgian critical nitrogen dilution curve for cultivar Bintje.

Sites Sampling dates DAE Applied N Total biomass Nc concentration

Gembloux 12 June 1997 21 75 1.15 4.45
Gembloux 24 June 1997 33 75 3.08 3.53
Gembloux 3 July 1997 42 75 5.32 2.79
Gembloux 16 July 1997 55 75 8.82 1.86
Gembloux 30 July 1997 69 113 10.85 1.55
Gembloux 22 June 1998 33 88 1.78 4.58
Gembloux 1 July 1998 42 88 3.59 2.67
Gembloux 13 July 1998 54 88 8.23 1.67

Pontillas 28 June 1999 35 88 3.31 3.29
Gembloux 28 June 2004 39 100 4.10 2.96
Gembloux 5 July 2004 46 100 5.53 2.22
Gembloux 12 July 2004 53 240 7.47 2.48
Gembloux 19 July 2004 60 100 9.01 1.57
Gembloux 27 July 2004 68 100 10.81 1.47
Gembloux 4 July 2012 33 50 2.83 3.47
Gembloux 11 July 2012 40 250 4.66 3.40

Applied nitrogen (N) in kg ha! , total biomass expressed in t of dry matter ha-%, critical nitrogen
(Nc) concentration expressed in percentage of dry matter and DAE day after emergence of the crop.

As illustrated in Figure 10, the allometric equation obtained for cv. Bintje was
eq. 3
Nc(%) = 5.37 W 045
The model accounted for 86% of the total variance. The 95% confidence interval of
the mean was 1.30 N (in % of DM) foraW of 1.15t DM ha* and 0.54 N (in % of DM)
for a total biomass of 10.85t DM ha ™.
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N concentration (%o)

Total biomass (t DM ha 1)

Figure 10. Critical nitrogen (Nc) concentration data points used to define the critical N dilution
curve of potato for cultivar Bintje in Belgium. The solid line represents the critical N dilution
curve with the relation Nc (%) = 5.37 W %4 (R? = 0.86). The dotted lines represent the
confidence band (p = 0.95) for mean prediction.

1.3.3. Comparison with available critical nitrogen dilution curves
for potato crop

Figure 11 shows that the Nc curve defined in this study was very similar to the
reference curve of Greenwood et al. (1990) and clearly above the reference curve
established by Duchenne et al. (1997). Taking into account the curves of Bélanger et
al. (2001), the Belgian curve is relatively similar to the one established for cv.
Shepody (particularly from medium W productions) and above the one established
for cv. Russet Burbank. Comparing the curve obtained by Giletto and Echeverria
(2012), the Belgian curve is slightly lower, particularly for the medium and the
higher W productions.

In this study, the coefficient a (5.37) for the dilution curve equation was very similar
to the ones of Greenwood et al. (1990) (5.36) and Giletto and Echeverria (2012) (5.30).
Similarly, the coefficient of dilution b (0.45) was close to the coefficient obtained by

Greenwood et al. (1990) (0.46) and Giletto and Echeverria (2012) and Bélanger et
al. (2001) (0.42).

The reasons for the difference observed between the coefficients of the Belgian
curve and the reference curves of Duchenne et al. (1997) and Bélanger et al. (2001)
for cv. Russet Burbank could be related to various factors including differences in
cultivars, climatic conditions and field management.
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Nc Belgium
— -+ Nc Greenwood et al. (1990)
= - = NcDuchenne etal. (1997)
Nc Giletto and Echeverria (2012)
--------- Nc Bélanger et al. (2001) cv. Shepody
— — Nc Bélanger et al. (2001) cv. Russet Burbank

N concentration(%)
s

Total biomass (t DM ha 1)

Figure 11. Comparison of different critical nitrogen curves for potato. The full black line
represents the Belgian critical N curve (this study) (Nc (%) = 5.37 W24 for cv. Bintje). The
other curves represent the proposed reference by Duchenne et al. (1997) (Nc (%) =5.21
W05 by Greenwood et al. (1990) (Nc (%) = 5.36 W), by Giletto and Echeverria (2012)
(Nc (%) = 5.30 W) and by Bélanger et al. (2001) (for cv. Shepody Nc (%) = 5.04 W42 and
for cv. Russet Burbank Nc (%) = 4.57 W42,

Duchenne et al. (1997) established the Nc curve on the basis of three
experimental years on two cultivars Bintje and Kaptah Vandel. The curve was then
validated for Saturna, El Kana and Russet Burbank in loamy soils and for Bintje in
calcareous clay and calcareous soils (Chambenoit et al. 2004). The critical points
obtained for each cultivar were close to the established Nc curve for Bintje and
Kaptah Vandel. Chambenoit et al. (2004) stated that varietal differences may exist
but were not detectable given the precision level of the used experimental design.
The cultivar differences seem mainly related to the earliness of each cultivar that
determines the maximum production of dry matter and therefore the dilution of the
nitrogen in the plant biomass (Chambenoit et al. 2004). Vos (1997) reported that the
relationship between N uptake and biomass accumulation should be different for
genotypes of different earliness. Giletto and Echeverria (2015) found that cultivars
with shorter growing season (cultivars Innovator and Gem Russet) had lower plant
N concentration for a same level of total biomass than cultivars with longer growing
seasons (cultivars Umatilla Russet, Bannock Russet and Markies Russet). Contrary
to Giletto and Echeverria (2015), Bélanger et al. (2001) found greater N
concentration for the cultivar Shepody with shorter season than for Russet Burbank.
Giletto and Echeverria (2015) reported different statistical value in the coefficient b
between the tested cultivars but showed no statistical differences in coefficient a.
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However, Bélanger et al. (2001), reported different values of coefficients a and
similar values of coefficient b for Shepody and Russet Burbank. According to
Bélanger et al. (2001), the observed difference in the coefficient a was caused by
differences in plant density. The cultivar with greater plant density had smaller
plants with greater N concentration than the cultivars with low plant density. Similar
b coefficients indicated that both cultivars had similar N dilution (Bélanger et al.
2001). In our study, the plant density was different according to the seed size used.

Bélanger et al. (2001) reported also different parameters a and b of the Nc curve for
both studied cultivars according to the water regime. The N concentration at a given
level of total biomass, primarily for Russet Burbank, was lower without than with
irrigation. The water deficiency decreased N uptake and therefore indirectly created
conditions of N deficiency (Bélanger et al. 2001). The curve of Duchenne et al. (1997)
was established under growing conditions for which water was not limiting growth. In
this study, the Nc curve for Bintje was established for Belgian climate and soil
conditions for which temporary water deprivation may occur. The climate in
Belgium is a temperate maritime climate with cool summers and moderate winters
which is similar to the climate of the north of France, Scotland and the Netherlands.
According to Lemaire and Gastal (1997), the relationship between Nc concentration
and crop mass does not vary considerably with major environmental factors others than
those affecting soil N supply. Ziadi et al. (2010) stated that climatic conditions could
explain part of the difference observed between the Canadian Nc curve of spring wheat
and the French curve of winter wheat developed by Justes et al. (1994).

The observed difference with the Nc curve of Duchenne et al. (1997) could also be
due to their applied statistical method which corresponds to the classification of the W
values using the Newman and Keuls test for p = 0.10. The range of plant weights used
for the calibration of the Nc curves could also have influenced the relationship between
Nc and W. Contrary to Bélanger et al. (2001), who limited the data set to W less than 6 t
DM ha?, the W used in this study for the establishment of the curve ranged from 1.15
to 10.85 t DM ha™ corresponding to the period from June to July. Greenwood et al.
(1990), Duchenne et al. (1997) and Giletto and Echeverria (2012) based their
estimation on data with a range of W up to 12-15t DM ha™.

1.3.4. Validation of the critical nitrogen dilution curve for cultivars
Bintje and Charlotte
The crop is considered in non-limiting N conditions if the actual N concentration is
higher than the Nc concentration required for maximum growth rate. The crop is in
limiting growth condition if the actual N concentration is below the Nc curve. In the
validation data set for cv. Bintje (see Table 1), 5 points were in limiting N conditions
and 12 points in non-limiting N conditions (Figure 12). All data points identified as
limiting N conditions were under the Nc curve and all the data points identified as
non-limiting N conditions (except 1) were above the curve (Figure 12). These
observations tend to confirm that the Nc curve can be used for the discrimination
between the limiting and non-limiting N conditions and the determination of CNS
for the cv. Bintje in Belgian conditions.
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Following the same approach, 4 limiting N conditions and 5 non-limiting N
conditions were identified for cv. Charlotte. As for cv. Bintje, all the limiting N
conditions were under the Nc curve and all the non-limiting N conditions (except 1)
were above the curve. According to the limited number of points for validation, the Nc
curve could also be used for the discrimination between limiting and non-limiting N
conditions for cv. Charlotte. But since Charlotte is an earlier cultivar than Bintje and, as
mentioned before, the earliness of the genotype is a factor of intra-specific variability in
potato for the relationship between N concentration and biomass, thus when
establishing the Nc curve, the cultivar factor should be taken into account. In this
study, due to the limited number of data points, a cultivar difference was not
detectable. A study based on a larger data set for cv. Charlotte is therefore needed in
order to be able to draw more definitive conclusions.

o Limiting N conditions cv Bintje

5 - - m Non limiting N conditions cv Bintje
o Limiting N conditions cv Charlotte
4 o u ° * Non limiting N conditions cv Charlotte

N concentration (%o)
(V5]

Total biomass (t DM ha 1)

Figure 12. Validation of the Belgian critical N curve using data from potato cultivars Bintje and
Charlotte under limiting and non limiting N growth conditions. The solid line represents the
predicted critical N dilution curve with the relation Nc (%) = 5.37 W45,

1.3.5. Nitrogen nutrition index and its relation to relative yield

The NNI was calculated for each plant sampling date. The NNI in this study
ranged from 0.39 to 1.53 (data not shown). As an example, the NNI values over
three plant sampling dates at Gembloux in 2014 are given in Figure 13. Values of
NNI >1 indicate that the crop is non-limiting for N, whereas values of NNI < 1
indicate N deficiency (Duchenne et al. 1997). Contrary to the maximum N treatment
(250 N), the data points for the non-fertilized treatment were clearly under the
reference of 1 indicating N deficiency, whatever the sampling date. The NNI values
for the 100 and 200 N treatments were over this reference at the first sampling date
but dropped below this threshold at the second sampling date for the 100 N
treatment and at the last sampling date for the 200 N treatment.
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1.4
Gembloux 2014
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Figure 13. Nitrogen Nutrition Index (NNI) of three sampling dates for increasing N rates (kg N
ha™) at the site of Gembloux in 2014 for cultivar Bintje. The dotted horizontal line represents an
NNI of 1.0. The vertical bars represent LSD values (p < 0.05) at each plant sampling date.

The relationship between NNI and RY expressed by a quadratic plateau function
accounted for 79, 75 and 70% of the variation considering the three different periods
of plant sampling for the calculation of NNI, i.e. respectively, the mean of all the
sampling dates, the mean of sampling between 20 and 55 DAE and the last sampling
date closest to harvest (Figure 14). Based on this relationship, the potato RY reached
a plateau for a determined NNI value. This value corresponds to the joint point of
the quadratic phase and the plateau phase for each of the three curves and was equal
to 1.1 (Figure 14a), 1.16 (Figure 14b) and 0.97 (Figure 14c) depending on the
considered plant-sampling period. With decreasing NNI value below this joint point,
the RY decreased (Figure 14). This confirms the link between N uptake and yield of
potato and thus the relevancy of the Nc model and the resulting NNI for forecasting
actual yield with respect to potential yield (Chambenoit et al. 2004).

The relationship between NNI and RY, however, varied with the periods of plant
sampling for NNI determination (Figure 14). The maximum RY obtained was the
same for the three functions (0.97), but the equation of RY corresponding to NNI
below the joint point was different. This joint point is important for determining the
threshold value under which the crop nitrogen status is considered as deficient with
respect to maximum potential yield. The NNI reference value of 1 given by
Duchenne et al. (1997) corresponds to the optimum CNS required to achieve the
maximum growth rate. Chambenoit et al. (2004) reported values of NNI between 1.1
and 1.2 to maximize the tuber yield. In this study, the reference value of NNI was
slightly higher, as in Chambenoit et al. (2004), for Figures 14 a, b with values of 1.1
and 1.16 (when considering all the plant sampling dates or the period between 20
and 55 DAE) and similar for Figure 14c with value of 0.97 (when considering the
latest sampling date) compared to the reference value of 1. The period between 20
and 55 DAE has been demonstrated as the optimal period for the assessment of the
CNS, according to a previous study by Olivier et al. (2006). Consequently, in this
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study, we consider the reference NNI value of 1.16 (Figure 14b), under which the
CNS is considered as deficient during the optimal period for CNS assessment.

1,2
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Figure 14. Relationship between relative yield (RY) measured at harvest and nitrogen nutrition
index (NNI) for cultivar Bintje measured across all the sampling dates (a), across the period of 20
and 55 DAE (b) and for the last sampling date (c). The vertical bars indicate the joint point for
each curve, and the horizontal bars indicate the plateau of the curve.
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1.4.Conclusion

A Nc dilution curve (Nc (%) = 5.37 W%4) was developed for potato for cv. Bintje
under the Belgian conditions. The Belgian Nc dilution curve was different from the one
developed for potato in France but similar to the one developed in Scotland and the
Netherlands. The usefulness of the Belgian Nc dilution curve for cv. Charlotte was not
fully verified since the validation considered only a limited data set and cultivar
difference is reported as a factor of variability of the Nc curve. The Belgian Nc curve
and the resulting NNI adequately identified situations of limiting and non-limiting N
nutrition and could be used to establish the potato CNS and to predict the final yield. A
reference NNI value of 1.16 was established as the threshold value to be achieved
during the optimal period for CNS assessment, under which threshold the CNS is
considered as deficient.

However, establishing the NNI at field level requires destructive and chemical
analysis and is not appropriate for a quick assessment of CNS. The NNI can be used
as areference for calibrating other non-invasive methods for a quick and easy in-season
monitoring of CNS (Goffart et al. 2008).
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2. Lien avec le chapitre suivant

Le chapitre 3 présente 1’établissement et la validation de 1’équation de la courbe
critique de dilution de 1’azote dans les conditions belges réalisés sur base des
résultats spécifiques de la thése et des essais agronomiques antérieurs du CRA-W
sur la période 1997 a 2014 pour deux variétés en pomme de terre (Bintje et
Charlotte) recevant des doses croissantes de fumure azotée. Il en ressort que la
courbe critique de dilution de 1’azote établie pour la variété Bintje en Belgique (Nc
(%) = 5,37 W%, W : matiére seche totale produite en t.ha?) difféere de celles
établies en France ou au Canada. De méme, dans les conditions belges, la courbe
établie pour Bintje différe de celle obtenue pour la variété Charlotte. En ’absence de
données suffisantes pour la variété Charlotte, seule la courbe de dilution de I’azote
pour la variété Bintje est considérée comme une référence en Belgique. Des données
supplémentaires sont nécessaires pour augmenter la robustesse et vérifier la
validation de la courbe critique de dilution de 1’azote pour la variété Charlotte.

L’INN dérivant de la courbe Nc a permis d’identifier de maniére adéquate les
situations limitantes et non limitantes en azote et peut étre utilisé pour évaluer le
statut azoté de la culture de pomme de terre.

La modélisation entre INN (mesuré entre 20 et 55 JAE) et rendement relatif par
une relation de type quadratique plateau confirme la pertinence de I’'INN pour
prédire le rendement atteignable en valeur relative par rapport au rendement
maximum observé dans plusieurs situations. Il est donc permis d’affirmer que
I’estimation du statut azoté¢ de la biomasse entre 20 et 55 JAE permet d’ajuster la
fertilisation azotée de la culture en cours de saison pour rencontrer 1’objectif final a
la récolte qui est d’atteindre un rendement maximum espéré.

Cette relation entre INN et rendement relatif permet également de fixer I’optimum
de nutrition azotée pour la culture de pomme de terre, pour la période considérée,
nécessaire pour maximiser le rendement en tubercules. Cet optimum est caractérisé
par un INN autour de 1.16 sur base du type de la relation choisie (approche linéaire-
plateau).

Malgré sa robustesse, I’INN constitue une approche de recherche plutét qu’un
outil de gestion de 1’azote. La procédure destructive, des échantillons végétaux
prélevés, et également chronophage limite ’application de cette méthode dans le
cadre pratique d’une mise en ceuvre rapide a I’échelle de la parcelle.

Des mesures indirectes pour la prédiction de I’INN peuvent contourner les
limitations pratiques de cette méthode de référence pour 1’évaluation du statut azoté
de la culture. Ces mesures indirectes reposent sur I’estimation du LAI ou encore sur
I’estimation de la matiere seche foliaire. Selon Ata-Ul-Karim et al. (2017),
I’approche basée sur la matiere seche des feuilles, plutét que 1’approche basée la
matiere séche totale, est la méthode la plus appropriée pour développer la courbe Nc
permettant de donner une meilleure compréhension du statut azoté de la culture. Une
telle approche posséde un sens physiologique, car une grande partie de la demande
en azote d'une plante est déterminée par la fonction photosynthétique des feuilles
(Lemaire et al., 1997). A I’échelle foliaire, d’autres indicateurs peuvent également
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étre utilisés en vue de 1’estimation du statut azoté de la culture et de I’'INN. Ces
indicateurs fournis par des mesures optiques rapides et non destructives évaluent
généralement la teneur en azote a 1’échelle foliaire (sur base d’une feuille unique ou
encore sur base de la canopée) plutdt que la mesure sur base de la plante entiére.
Cette approche indirecte a 1’échelle foliaire apparait judicieuse pour I’évaluation du
statut azoté de la culture et la gestion de sa fertilisation azotée en cours de saison
étant donné la stabilité de réponse de la teneur en azote foliaire. En effet,
contrairement a la teneur en azote au niveau de la plante qui diminue avec
I’accumulation de la matiére séche totale, la teneur en azote au niveau des feuilles
supérieures du couvert végétal est plus stable et bien corrélée a I’'INN (Lemaire et
al., 1997). Cependant pour la culture de pomme de terre, Vos (2009) remarque que
la teneur en azote au niveau des feuilles et son évolution en cours de croissance ne
sont pas tres sensibles a la nutrition azotée de la plante. Ces observations ont conduit
a proposer I’hypothése suivante : en conditions limitantes en azote, la culture de
pomme de terre adapte son développement foliaire afin de maintenir sa productivité
par unité de surface foliaire. En d'autres termes, sa stratégie pour répondre a la
déficience en azote implique que la biomasse végétale est sensible a 1’azote tandis
gue la teneur en azote des feuilles est conservatrice. Le mais, par exemple, montre la
stratégie inverse: sous conditions limitantes en azote, la plante accorde la priorité au
maintien de la surface foliaire au détriment de la concentration en azote des feuilles
et de la capacité photosynthétique (\Vos et al. 2005). Il apparait ainsi indispensable
afin de valider et de calibrer les indicateurs azotés mesurés a 1’échelle foliaire, de
vérifier leurs réponses, d’une part, sur base du référentiel analytique qu’est I’INN et,
d’autre part, sur base des exportations en azote mesurées aussi bien a I’échelle de la
biomasse foliaire que de la biomasse de la plante entiére.

Puisque ces indicateurs optiques sont non destructifs et que les mesures peuvent
étre répétées plusieurs fois en cours de saison, les informations sur la dynamique du
statut azoté de la culture pourraient étre utilisées pour la prise de décision dans la
gestion de la fertilisation azotée.

Les qualités requises pour les indicateurs du statut azoté de la culture sont : (i) la
sensibilité, c’est-a-dire que I’indicateur répond étroitement au statut azoté de la
plante et permet idéalement une discrimination entre des niveaux croissants
d’engrais azotés minéraux testés; (ii) la précocité de détection de I’entrée en carence
azotée implique que I’indicateur doit permettre une détection rapide d’une
déficience en azote bien avant que des symptdmes de chlorose apparaissent au
niveau du feuillage et afin d’assurer un délai suffisant pour permettre 1’application
de doses complémentaires d’engrais azoté (problémes liés a la forme des fertilisants,
a la disponibilité rapide des engrais pour la plante, et aux conditions climatiques)
sans entrainer de carence azotée préjudiciable a la qualité et au rendement final de la
culture; (iii) /’exactitude reflete la répétabilité et la justesse de la mesure et (iiii) la
spécificité indique qu’idéalement les mesures avec les divers appareils doivent étre
exclusivement reliées a la fourniture en azote sans interférence avec d’autres
facteurs externes (par exemple la variété, ’année d’expérimentation, la date de
mesure).
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Au niveau du chapitre 4, la comparaison des potentialités des indicateurs foliaires,
chlorophylle et composés phénoliques, est étudiée sur base de critéres cités plus haut
et requis pour 1’évaluation du statut azoté de la culture. L’estimation de ces
indicateurs repose sur différentes signatures spectrales : la ChlF, la réflectance et la
transmittance.

L’INN calculé pour les deux variétés est utilisé au niveau de 1’article suivant pour
démontrer que les niveaux croissants d’azote testés ménent bien a des quantités
croissantes et significativement différentes d’azote prélevé par la biomasse aérienne
de la culture. Cet aspect est important puisqu’il confirme des statuts azotés
différenciés de la culture correspondant aux doses d’azote appliquées, nécessaires a
I’étude des potentialités des outils optiques étudiés dans ce travail. Cependant en
I’absence de référence pour Charlotte, seuls les indicateurs potentiels du statut azoté
de la culture mesurés pour la variété Bintje sont validés, au niveau de ’annexe 1 du
chapitre 4, sur base de I’INN calculé au départ de la courbe critique établie dans nos
conditions.
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Chapitre 4. Les flavonoides comme indicateurs
foliaires du statut azoté de la culture de pomme de
terre

Le chapitre 4 a pour but de comparer les potentialités de différents indicateurs
optiques non invasifs, appelés « proxies », pour 1’évaluation du statut azoté mesuré
en plein champ en cours de saison. Les flavonoides seuls ou combinés a la
chlorophylle sont investigués au départ des mesures de ChlF par comparaison avec
d’autres méthodes non invasives de transmittance et de réflectance qui sont
généralement utilisées. Les potentialités de la ChlF a savoir la sensibilité de réponse,
la précocité de détection, I’exactitude et la spécificité de mesure sont présentées pour
la culture de pomme de terre au niveau de I’article publi¢ : [Ben Abdallah F.
Philippe W.& Goffart J. P. 2018. Comparison of optical indicators for potato crop
nitrogen status assessment including novel approaches based on leaf fluorescence
and flavonoid content, Journal of Plant Nutrition, 41:(20), 2705-2728,
DOI:10.1080/01904167.2018.1510514].
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Abstract. Some phenolic compounds are proposed as good indicators of crop
nitrogen status (CNS). This research compared the use of leaf flavonoid content
(LFC) as a potential indicator for evaluating potato CNS with other recognised
indicators linked to leaf chlorophyll content (LCC). Three-year trials were
conducted in Belgium on two potato cultivars including increasing nitrogen rates.
Optical sensors (Dualex, Multiplex, Hydro N-tester, Cropscan) were used to
evaluate LFC and/or LCC. Plant tissue samples were analysed in order to calculate
the biomass nitrogen concentration and the nitrogen nutrition index. The indicators
were evaluated based on four criteria: the sensitivity; the earliness of the diagnosis;
the accuracy; and the specificity. Apart from the low specificity to nitrogen, which
can be improved by the use of a within-field reference plot, the LFC (combined with
LCC or individually) matched the required criteria and could be suggested as a
valuable indicator for assessing potato CNS.

Keywords. leaf flavonoid content, leaf chlorophyll content, nitrogen, potato,
optical sensors.
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1.1. Introduction

Nitrogen (N) is an essential nutrient in plant growth, affecting both yield and
quality. Potato crops have low N use efficiency because of the plant’s poorly
developed root system, which also increases the risk of N loss through leaching. In
order to maintain yield and quality and to prevent environmental pollution, the
crop’s N use efficiency needs to be improved. This implies careful management of
N fertilisation by determining the optimum rates and dates of N fertiliser
applications.

Relevant N strategies combine splitting the recommended N dose (estimated
before planting) and the assessment during growth of the potato crop's N status
(CNS) (Goffart et al. 2008).

Several in-season plant-based methods have been developed over the past few
decades to assess potato CNS. Such methods can help in deciding about the need for
supplementary N fertiliser application. The Nitrogen Nutrition Index (NNI) is a
reference method which identifies situations of deficient and non-deficient N used to
assess CNS. Establishing the NNI at field level, however, requires destructive and
chemical analysis and is not appropriate for a quick assessment of CNS. The NNI
can be used as a reference for calibrating other non-invasive methods for the quick
and easy in-season monitoring of CNS (Goffart et al. 2008).

These methods imply the use of handheld sensors (Goffart et al. 2008) based on
spectral characteristics of leaf transmittance (Vos and Bom 1993), reflectance
(Gitelson et al. 1998) and fluorescence (Ben Abdallah et al. 2016 a) for the
estimation of indicators closely related to the crops’ N nutrition. These handheld
sensors (chlorophyll-meters for transmittance, radiometers for reflectance and
fluorimeters for fluorescence) commonly use the major symptom of N deficiency
associated with a decrease of leaf chlorophyll content (LCC). Two major problems
have been reported with the use of transmittance-based measurements by
chlorophyll-meters (Cerovic et al. 2015). These are the non-linear response of the
sensor to optimal and supra-optimal N contents due to the physiological saturation
of leaf chlorophyll response to N (Cerovic et al. 2012) and the influence of dry leaf
mass per area (LMA), which reduces the accuracy of prediction of leaf N
concentration expressed in dry-weight by a surface-based measurement (Peng et al.
1993). The potential advantages of reflectance-based measurements alone are
inadequate, in view of delayed sensitivity, lack of specificity to N stresses and
potentially erroneous information from non-vegetated soil (Tremblay et al. 2012).

Regarding these problems, phenolic compounds has been proposed as a potential
CNS indicator. Flavonoids are a class of phenolic compounds related to plant N
content. Nitrogen deficiency induces an increase in leaf flavonoid content (LFC)
(Bongue-Bartelsman and Phillips 1995, Stewart et al. 2001). Sensors using
chlorophyll fluorescence have been developed to assess LFC, such as the Dualex
(Goulas et al. 2004, Cerovic et al. 2005, Cartelat et al. 2005, Tremblay et al. 2007)
and Multiplex (Ben Ghozlen et al. 2010, Zhang et al. 2012) fluorimeters. Flavonoids
could be used as a surrogate of LMA (Cerovic et al. 2012), since there is a very good
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correlation between the two (both are controlled by leaf irradiance) (Meyer et al.
2006).

In addition to the single-indicator approach (LCC or more recently LFC), a
double-indicator approach that combines the detection of LCC and LFC as a ratio of
chlorophyll to flavonoids has been suggested as a promising approach for assessing
CNS (Cartelat et al. 2005, Tremblay et al. 2007, Tremblay et al. 2009, Agati et al.
2013). Research by Cartelat et al. (2005) on winter wheat concluded that the
combined ratio would alleviate, at least partially, the problem of chlorophyll and
flavonoids gradients along leaves. This ratio was proposed as a solution for
preventing the influence of LMA, because the unit of expression becomes irrelevant
(Cerovic et al. 2012). It also improves discrimination between levels of CNS
because of the opposite effect of N nutrition on chlorophyll and flavonoids (Cartelat
et al. 2005, Tremblay et al. 2007), with the result that LCC decreases with
decreasing leaf N content, whereas LFC increases with increasing leaf N content.

The objective of the current study was to evaluate the potential of LFC, alone or
combined with LCC, in the assessment of potato CNS. Based on a comparative
study of indices provided by various optical sensors, four criteria were considered
for assessing the potential of LFC: 1) the sensitivity of the readings; 2) the earliness
of the diagnosis of CNS; 3) the accuracy (precision and repeatability) of the
readings; and 4) the specificity of the indices. This paper describes the results of a
three-year trial (2012, 2013 and 2014) including two potato cultivars in Belgian
conditions.

1.2. Material and methods

1.2.1. Field trials and experimental design

A first type of experiment was conducted at the experimental site of the Walloon
Agriculture Research Center in Gembloux, Belgium in 2012 and 2013. The
experiments included two potato [Solanum tuberosum (L.)] cultivars, Charlotte and
Bintje (early and mid-early cultivars respectively) and six increasing N fertiliser
rates for each cultivar. The trial cropping characteristics are given in Table 4. The
experimental design was a split plot with four replications. The cultivar was the
main-plot factor and N treatment was the subplot factor. Each subplot was eight
rows wide and divided into two parts. The first part was used for the optical readings
and plant sampling during the season; the second part was used for the assessment of
final yield. Only the four central rows of each plot were considered for readings and
sampling, avoiding the border rows. A second type of experiment was also
conducted in 2014 in Gembloux to confirm the results of the first two years’
preliminary trials. The trial included the same cultivars and four increasing N rates
with the same N fertiliser (Table 4).

Ammonium nitrate fertiliser (ANF, solid granules, 27% N + 4% MgO) was
broadcast and incorporated at planting. Phosphorus (P) and potassium (K) fertilisers
were applied before planting at rates of 70-80 kg P,Os ha™* and 250-300 kg K20 ha.
Trials were rain fed.
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Table 4. Crop and soil characteristics of the three-year trials conducted at the Walloon
Agriculture Research Center in Gembloux, Belgium.

Year 2012 2013 2014
Type of soail Clay loam Clay loam Clay loam
Previous crop Cereal crop Cereal crop Cereal crop
Cultivar Bintje Charlotte Bintje Charlotte  Bintje Charlotte
Organic matter (%) 2.2 2.2 1.3 13 21 2.1
Soil mineral N (kg/ha) 46 46 36 36 72 72
Planting density (m*m) 0.75*0.35 0.75*0.35 0.75*0.35
Applied N (kg.ha)  0-50-100-150-200-250 0-50-100-150-200-250 0 -100-200-250
Planting date 13/05 13/05 25/04 25/04 15/04  15/04
Emergence date 2/06 1/06 7/06 5/06 21/05 18/05
Harvest date 01/10 10/09 23/09 3/09 23/09  02/09
1.2.2. Soil and weather data acquisition

The soil mineral nitrogen content was assessed using the method developed by
Guiot et al. (1993). The trials were rain fed and the soil water content was monitored
during the growing season using soil tensiometer probes (Watermark probes,
Irrometer Company, California) in order to detect drought stress periods. The mean
water tension values (expressed in kPa) of six probes placed at a depth of 25 cm
from the top of the ridge were recorded. The probes were distributed uniformly
across the experimental field. Daily precipitation (I m2) and air temperature (°C)
were recorded at an official weather station (Belgian Royal Meteorological Institute,
IRM) located near the experimental field. These data related to crop conditions are
relevant to demonstrate that the performances of the optical indicators were tested
under different cropping season’s conditions.

1.2.3. Optical data collection and analysis

Optical readings were carried out weekly during the crop growth period from mid-
June to the end of July for the three years (Table 5). The measurements were
collected for each year at the same date or at the closest date for both cultivars. All
the readings were made on plants with a uniform appearance within each plot and at
the same plant development stages with the various tested sensors, but not
necessarily on the same leaves or plants. Similarly, readings were not taken on the
same leaves or plants on different dates.

The optical sensors tested in this study were: the chlorophyll-meter Hydro N-
Tester (Yara, Oslo, Norway), the fluorimeters Dualex and Multiplex 375 (Force-A,
Orsay, France), and for 2012 and 2013 trials the radiometer Cropscan (Cropscan Inc,
Rochester, USA). The collected raw signals and calculated indices are summarised
in Table 6.
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Table 5. Measurement dates for optical sensors used in this study.

Optical measurement dates 2
2012 2013 2014

Charlotte Bintje Charlotte Bintje Charlotte Bintje

- - 11/06 (7) 14/06 (8) 11/06 (25)  11/06 (22)
19/06 (19)  20/06 (19)  17/06 (13)  19/06 (13)  16/06 (30)  18/06 (29)
25/06 (25)  26/06 (25)  24/06 (20)  26/06 (20)  26/06 (40)  26/06 (37)
02/07 (32)  03/07(32)  01/07 (27)  04/07 (28)  30/06 (44)  03/07 (44)
09/07 (39)  10/07 (39)  08/07 (34)  10/07 (34)  17/07(61)  17/07 (58)
16/07 (46)  17/07 (46)  15/07 (41)  18/07 (42)  24/07 (68)  24/07 (65)
23/07 (53)  24/07 (53)  22/07 (48)  24/07 (48)  29/07 (73)  31/07 (72)

@ Measurements provided with the Hydro N-Tester (HNT, Yara, Oslo, Norway), Dualex, Multiplex
(Force-A, Orsay, France), and for 2012 and 2013 trials with Cropscan (Cropscan Inc, Rochester, USA),
Numbers in parentheses indicate the day after emergence (DAE) of the crop.

The Hydro N-Tester chlorophyll-meter and the Dualex fluorimeter are hand-
held leaf clip sensors (corresponding to leaf areas of 2-3 mm? and 19-20 mm? per
reading respectively). Single readings were taken on the distal leaflet of the first
fully developed leaf from the top of the canopy (corresponding to the fourth or fifth
leaf from the apex of a main stem), avoiding midribs. The measurements focused on
the upper face of the leaf. On each date, 30 individual readings were collected for
each plot and averaged across the replications of the same N treatment.

Both sensors provided indices related to the LCC expressed as HNT index (Hydro
N-Tester) and as CHL index (Dualex) (Table 6). The measurements are based on the
transmittance of two wavelengths, red (R) and near-infrared (NIR). The R
wavelength is absorbed by chlorophyll, whereas for the NIR wavelength no
absorption occurs for chlorophyll; absorption is then related to leaf water content
and leaf cell wall structure. The R and NIR wavelengths provided by the Hydro N-
Tester are 650 nm and 940 nm respectively. However, the R and NIR wavelengths
provided by the Dualex are 710 nm and 850 nm respectively. The R wavelength
provided by the Hydro N-Tester is characterised by a large chlorophyll absorption
coefficient, whereas the R wavelength provided by the Dualex is characterised by a
small chlorophyll absorption coefficient (Cerovic et al. 2012). Using an R
wavelength with a large chlorophyll absorption coefficient increases the accuracy at
low LCC and reduces the accuracy at high LCC. An R wavelength with a small
chlorophyll absorption coefficient reduces the accuracy over the whole range of
LCC but lessens the problem of saturation in the high chlorophyll range (Cerovic et
al. 2012).
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The Dualex sensor provides a second index, the FLV index (Table 6), which
enables the estimation of LFC using the fluorescence emitted by chlorophyll. This
fluorescence is induced by two excitation wavelengths: one in the UV (375 nm)
wavelength and the other one in the R (650 nm) wavelength. The absorbance of leaf
flavonoids is then determined by measuring the fluorescence excitation ratio FRF-
UV/FRF-R, where FRF-UV is the far-red fluorescence detected following UV
excitation and FRF-R is the far-red fluorescence detected following R excitation
(Goulas et al. 2004). This approach is based on the UV screening properties of
flavonoids (Bilger et al. 1997). The UV wavelength is absorbed by flavonoids
located mainly in the leaf epidermis, therefore reducing the amount of light available
for chlorophyll fluorescence. The reference wavelength in R goes through the
epidermis without being absorbed by flavonoids and reaches the leaf mesophyll,
where it is absorbed by chlorophyll. The third index provided by the Dualex device
is the NBI index, calculated as the CHL/FLV ratio.

The Multiplex 375 fluorimeter is a handheld multi-parametric fluorescence
sensor for measurements on leaves using a near-remote sensing approach. The
sensor generates four excitations in the UV (375 nm), blue (B, 470 nm), green (G,
515 nm) and R (635 nm) wavelengths and detects yellow (YF, 590 nm), red (RF,
685 nm) and far-red (FRF, 735 nm) fluorescence (Ben Ghozlen et al. 2010).
Measurement distance to leaves is 10 cm from active light sources and the impacted
leaf area is 50 cm?. The sensor was held facing downwards, perpendicular to the leaf
surface. The Multiplex readings were taken on sets of fully developed leaves from
the top of the canopy, as with the Dualex and Hydro N-tester readings. On each date,
30 individual measurements were taken in each plot and averaged across the
replications of the same N treatment.

Several fluorescence ratios from the various wavelengths were computed directly
using the Multiplex device to supply information related to leaf chlorophyll and
flavonoid contents (Table 6). The Multiplex LCC was estimated using the SFR-R
index, defined as the simple fluorescence emission ratio between FRF and RF
induced under R excitation. This parameter is based on increasing chlorophyll
fluorescence re-absorption at its shorter wavelength peak when chlorophyll content
increases (Buschmann 2007). The Multiplex LFC was estimated using the FLAV
index, which is based on the same principle of fluorescence excitation ratio as the
Dualex FLV index. However a difference exists between the two devices: in the
Dualex, the use of an electronic feedback loop avoids the variable chlorophyll
fluorescence, while in the Multiplex there is no feedback loop. The feedback loop
minimises the difference between variable chlorophyll fluorescence induced under R
and UV excitation (Goulas et al. 2004). In the Multiplex, thanks to the rapid
alternating light sources between the two excitations, the fluorescence induced under
R and UV excitation remains constant.

The NBI-G and NBI-R indices were provided by the Multiplex and related to both
leaf chlorophyll and flavonoids content.

The HNT/FLV and HNT/FLAV indices (Table 6) were also calculated as
combined ratios between the chlorophyll index provided using the Hydro N-Tester

102



Les flavonoides comme indicateurs foliaires du statut azoté de la culture de pomme de terre

device and the flavonoid index provided by the Dualex or Multiplex sensors
respectively.

The Cropscan radiometer is a passive near-remote sensing device used for
measuring crop light reflectance. The radiometer is extended on a boom at a height
of 2 m above the ground (approx. 1.5 m above the top of the canopy), providing a
circular measurement area of 1 min diameter at ground level.

The Cropscan readings were taken between noon and 2.00 pm (GMT). The
radiometer faced downwards, perpendicular to the crop surface (hadir view). On
each date, five measurements were made within each plot and averaged across the
replications.

The sensor allowed eight wavebands of 15 nm wide to be used, with central values
from 460 nm to 810 nm at 50 nm intervals. Total solar light irradiance and
individual wavelength radiance were stored for each waveband, allowing the
calculation of canopy reflectance as the ratio between radiance and irradiance.
Reflectance at selected wavelengths is related to LCC. Leaves with the lowest
chlorophyll contents have higher reflectance in the visible wavelengths and lower
reflectance in the NIR wavelengths than leaves with higher chlorophyll levels
(Daughtry et al. 2000).

The G, R and NIR indices of the Cropscan (Table 6) were computed as canopy
reflectance in the G (mean reflectance of the 510 and 560 nm bands), R (mean
reflectance of the 610 and 660 nm bands) and NIR wavebands (mean reflectance of
the 760 and 810 nm bands) respectively (Goffart et al. 2010). Spectral Vegetation
Indices (VIs) were also computed by combining the low reflectance in the visible
wavelengths with the high reflectance of the NIR wavelengths in order to minimise
the extraneous factors (Daughtry et al. 2000).
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Table 6. Description of the N-indices provided by the different optical sensors used in
this study.

Optical sensors? Index Description Excitation Formula
Dualex FRF-R  Far Red Fluorescence  Red (R) -
(FRF)
FRF-UV  Far Red Fluorescence  Ultraviolet -
(FRF) (UV)
T 710 Transmittance R -
T gs0 Transmittance Infra-Red (IR) -
CHL Transmittance Rand IR (/T g50)-(1/ T 710)
(Chlorophyll)
FLV Fluorescence Rand UV  Log(FRF-R/FRF-UV)
(Flavonoids)
NBI Nitrogen Balance - CHL /FLV
Index
Multiplex FRF-G  Far Red Fluorescence  Green (G) -
(FRF)
FRF-R  Far Red Fluorescence R -
(FRF)
FRF-UV  Far Red Fluorescence uv -
(FRF)
RF-G Red Fluorescence G -
(RF)
RF-R Red Fluorescence R -
(RF)
SFR-G Simple Fluorescence G FRF-G/RF-G
Ratio (Chlorophyll)
SFR-R Simple Fluorescence R FRF-R/RF-R
Ratio (Chlorophyll)
FLAV Fluorescence Rand UV  Log(FRF-R/FRF-UV)
(Flavonoids)
NBI-G Nitrogen Balance SFR-G/FLAV
Index
NBI-R Nitrogen Balance SFR-R/FLAV
Index
Hydro N tester HNT Transmittance Rand IR (TRr)-(TiR)
(Chlorophyll)
Hydro N tester HNT/FLV ~ Combined ratio of HNT/FLV
and Dualex chlorophyll and
flavonoid indicators
Hydro N tester HNT/FLAV  Combined ratio of HNT/FLAV
and Multiplex chlorophyll and

flavonoid indicators
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Table 6. to be continued

Optical sensors? Index Description Excitation Formula
Cropscan 460 Reflectance no excitation (REa60 /1460)*100
(Chlorophyll) source (use
510 Ix: Incident light of the solar light)  (REsyo /1510)*100
different x
wavelengths
560 REx: Reflected |Ight (REseo/'seo)*lOO
of different x
wavelengths
610 (REs10/1610)*100
660 (REsso /1660)*100
710 (RE710/1710)*100
760 (RE7s0/1760)*100
810 (REg10/1810)*100
G Reflectance in green - [((REs10 /1510)*100)
+
((REseo /1560)*100)] /2
R Reflectance in red - [((RE610/1610)*100)
+
((REgs0/1660)*100)] /2
NIR Reflectance in near- - [((RE760 /1760)*100)
infra-red +
((REsg1o /1810)*100)] /2
NormG G/(NIR+R+G)
NormR Normalised indices R/(NIR+R+G)
NormNIR NIR/(NIR+R+G)
DVI NIR-R
GDVI NIR-G
RVI NIR/R
GRVI NIR/G
NDVI (NIR-R)/(NIR+R)
GNDVI (NIR-G)/(NIR+G)
SAVI PR NIR-
Vegetation indices R)/(NIR(J(rR+0.5))*1.5
GSAVI ((NIR-
G)/(NIR+G+0.5))*1.5
OSAVI (NIR-
R)/(NIR+R+0.16)
GOSAVI (NIR-

G)/(NIR+G+0.16)

2Hydro N-Tester (HNT, Yara, Oslo, Norway), Cropscan (Cropscan Inc, Rochester, USA), Dualex and

Multiplex (Force-A, Orsay, France).
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1.2.4. Plant sample collection and analysis

Plant samples were collected in 2012, 2013 and 2014 (Table 7). The plant
samplings were performed at the same date or close to the date of the optical
measurements in order to compare the provided indices with the reference analytical
method. Within each plot, eight whole plants were collected and taken to the
laboratory. The plants were washed, air-dried and weighed in order to determine the
fresh weight of the shoots (leaves + stems), roots and tubers. Subsamples of each
plant part were then dried at 80° C up to constant dry weight. The dry matter (DM)
content of each sample was then calculated.

Table 7. Plant sampling dates in 2012, 2013 and 2014 trials.

Sampling dates
2012 2013 2014
Charlotte Bintje Charlotte Bintje Charlotte Bintje
27/06 (27)  27/06 (26)  17/06 (13)  19/06 (13)  16/06(30)  18/06 (29)
02/07 (32)  04/07 (33)  24/06 (20)  26/06 (20)  30/06 (40)  03/07(44)
09/07 (39)  11/07 (40)  01/07 (27)  11/07(35)  28/07 (72)  30/07 (71)
16/07 (46)  25/07 (54)  15/07 (41)  23/07 (47) - -

Numbers in brackets indicate the day after emergence (DAE) of the crop.

From the various plant parts (leaves + stems, tubers and roots), finely crushed
samples with a Cyclotec 1093 sample mill (FOSS Tecator) were subjected to
analytical measurements of total N concentration conducted with NIR spectroscopy
using a FOSS-NIR Systems 6500 scanning instrument (NIR-Systems, Silver
Springs, MD) and calibrated using the Dumas Combustion method (LECO, St
Joseph MI, USA) and the statistical method developed by Shenk and Westerhaus
(1993). The NNI, defined as the ratio between the measured N concentration in
shoots and tubers and the predicted critical N concentration (Nc), was calculated
according to the Nc dilution curve (Nc (%) = 5.37 W24 W is the shoot and tuber
biomass expressed in t DM ha) developed for the Bintje potato cultivar under
Belgian conditions (Ben Abdallah et al. 2016 b). In the absence of a reference Nc
curve for Charlotte, the NNI for this cultivar was calculated in this study using the
same equation as for Bintje. The NNI was measured for each sampling date, and
then an average was calculated across the period between 20 and 55 DAE. The NNIs
for Bintje were compared to a reference value of 1.16. This reference of 1.16 is
considered as the threshold value, to be achieved during the optimal period for CNS
assessment; below this value, the CNS is considered as deficient with respect to
maximum potential yields (Ben Abdallah et al. 2016 b). Since differences in the Nc
curve could exist between cultivars with different earliness (Ben Abdallah et al.
2016 b), the obtained NNI for Charlotte was not used in this study to define the
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optimal N status (considering the reference value of 1.16), but used in order to
demonstrate that the applied N fertiliser rate leads to different N status.

1.2.5. Yield measurements

Harvesting was done on the two central rows (8 m long for 2012 and 6 m long for
2013 and 2014) for each plot. The tubers harvested were used to measure yield, DM
content (expressed in %) using the tuber underwater weigher (Robbe potato
underwater weigher 9306, Belgium) and nitrate content using a hand-held electronic
test meter (Nitrachek 404, KPG Products Ltd, UK).

1.2.6. Assessment of the required criteria for the different studied
indices

To fully evaluate the usefulness of the optical indices from the readings for
predicting the CNS, it was necessary to assess the sensitivity of the indices, their
earliness for N diagnosis, their accuracy and their specificity. The sensitivity of an
index indicates if it reacts to a change in the N treatment level. The earliness of the
response suggests that the index should give an early detection of N deficiency, long
before visual symptoms of chlorosis appear in the foliage. The accuracy of an index
means that the readings related to the N status are near to the true value (precision)
and repeatable (repeatability). Specificity to N means that the measurement should
ideally be exclusively related to nitrogen status without interference from other
external factors. These criteria are expected in order to adequately assess the CNS
(Goffart et al. 2008).

1.2.7. Data analysis

The statistical analysis was performed with the SAS software package (SAS 9.4).
The studied indices were subjected to analysis of variance (ANOVA, proc glm) in
order to study the sensitivity and earliness of the diagnosis on the basis of the N
effect. The indices’ responses to increasing N rates were studied across the sampling
period including the two trial years (2012 and 2013) and both cultivars as a whole.
For this analysis, the first measurement dates for 2013 for both cultivars were
excluded, since no measurements were performed for the analogous period in 2012.
The obtained indices evaluated for each sampling date and for each cultivar were
then subjected to ANOVA (all the measurements were included). In order to confirm
the results of the two trial years, the responses of the retained LFC indicators
(individually and combined to LCC) to increasing N rates were also studied for the
2014 trial.

As a complement, a ratio of sensitivity (RS) for each index was calculated in order
to evaluate the ability of the index to assess highly contrasting N status. This method
is similar to that proposed by Zhang et al. (2012). The RS was calculated between
the value of the higher N treatment (250 N) divided by the value of the lowest N
treatment (O N) for each index. If the index value corresponding to the O N treatment
was higher than the index value corresponding to the 250 N treatment, the reciprocal
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calculation of the ratio was made. These ratios were calculated for each index in the
two trial years (2012 and 2013) including the cultivars and the measurements dates
as a whole. The RS was also calculated for 2014 trial including the cultivars and the
measurements dates as a whole.

The relationship between the optical indices and N concentration in shoots or in
the whole plant biomass were investigated using the Pearson correlation coefficients
(SAS) in order to assess the precision of the indices for the 2012 and 2013 trials.

The repeatability in this study was evaluated by the coefficient of variation of the
indices (%), calculated as the ratio between the standard deviation and the mean of
the indices measured between the four replications by date (for both the 2012 and
the 2013 trials) and combining the six levels of N rates.

The effects of different factors, such as the N, the cultivar, the year, the DAE and
their interaction, were investigated to assess the specificity of the studied indices
(absolute and relative indices). Unless specified otherwise, the provided optical
indices were studied on the basis of absolute mean, absolute indices, obtained from
the replicated plots average for the same N treatment. The relative indices were
calculated using a within-trial reference plot: the well-fertilised reference plot (ratio
of the absolute index for a given N treatment to the absolute index for the 250 N
treatment) or the control reference plot (ratio of the absolute index for a given N
treatment to the absolute index for the O N treatment). Specificity was investigated
in the three trial years, including only measurements performed in analogous periods
for 2012, 2013 and 2014. The absolute indices were compared to the relative indices
on the basis of the ANOVA P values and the associated F ratio (Fisher—Snedecor
ratio). For factors with significant P values, the F values of the index obtained for
the different factors were compared in order to weight the effect of each factor. This
method is similar to that proposed by Froidmont et al. (2013): a large F ratio
signifies a small probability that the null hypothesis is true. Therefore, the higher the
F ratio, the lower the probability.

1.3.Results and discussion

1.3.1. Local soil and weather conditions

The 2012 trial was characterised by relatively high precipitations in April, June
and July and low precipitation in May, August and September (Figure 15a). The sum
of precipitation recorded from April to September 2012 was 382.0 mm versus a
normal precipitation sum of 405.2 mm. Except for the month of May, the 2013 trial
experienced low precipitation (Figure 15a), with a sum of precipitation of 335.6 mm
from April to September. Unusual rainy days were recorded in July and August for
the 2014 trial (a sum of 496.7 mm from April to September) (Figure 15a). The sum
of air temperature recorded for the three years’ growing seasons was slightly higher
than the normal, particularly for 2014, when high temperatures were observed in
April, July and September (Figure 15a). The sum of air temperature recorded from
April to September was 86.4 °C in 2012, 85.4°C in 2013 and 90.4°C in 2014 versus
a normal temperature sum of 84.6°C.
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Figure 15. a) Total monthly rainfall (I m2) and mean monthly temperature (C°) data collected
from the official meteorological station of the Belgian Royal Meteorological Institute (IRM) in
Gembloux-Ernage (near the location of the trials), and (b) mean soil moisture tension (kPa)
recorded from soil tensiometer probes (Watermark probes, Irrometer Company, California) at a
depth of 25 cm from the top of the ridge. Data collected for 2012, 2013 and 2014 trials.

From the end of June to the end of July, corresponding to the main period of
measurements with the different optical tools and of plant sampling, the soil water
tension for 2012 (Figure 15b) ranged between 30 and 100 kPa, indicating sufficient
water availability (linked to the high precipitation observed in Figure 15a) to cover
crop water needs. For the 2013 trial, the soil water tension (Figure 15b) mostly
indicated a range corresponding to available water content except for a recorded
value over 100 kPa on 22 July. For the 2014 trial, values between 95 and 134 kPa
were recorded (Figure 15b) during two weeks around mid-June and early July.
During this short period, water availability was probably a limiting factor for
optimal crop growth and development. Thanks to the precipitation recorded
especially at the end of June, the soil moisture tension then decreased up to the range
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of available water content. For the 2012 and 2013 trials, the period from mid-August
to mid-September was clearly dry (Figure 15a) and the corresponding water supply
became quite limited. For this analogous period, the soil moisture was not measured
for the 2014 trial, but the higher precipitation observed in Figure 15a could suggest
that the water supply was not a limiting factor.

1.3.2. Effect of N rate on tuber yield and quality

A statistical yield response to N rates was observed particularly between the
control treatment (0 N) and higher tested N treatments (Figure 16). Differences
among the higher N rates were not significant. For both cultivars, the relationship
between yield and N applied was characterised by an increase of the yield with
initial increments of N rates, reaching a plateau once N levels increased beyond an
optimal level. Similar N response patterns for potatoes have been reported
(Westermann and Kleinkopf 1985, Lewis and Love 1994, Long et al. 2004),
although in some cases and for some cultivars yields decline beyond an optimal
level rather than reaching a plateau (Westermann et al. 1994, Long et al. 2004).

80 - Tuber yield 80 - Tuber yield
{t ha'})

(t har1] Bintje Charlotte

70 70

ON 50N 100N 150 N 200N 250N ON 50N 100 N 150 N 200N 250N
Tested N rates (kg.ha) Tested N rates (kg.ha'l)
m2012 2013 m2014

Figure 16. Tuber yield response to increasing N fertiliser rates in potato crop trials on loam soil
in the Gembloux area for two potato cultivars, Bintje and Charlotte (2012, 2013 and 2014 data).
Within each year, N treatments with the same letter are not significantly different at 0.05 level
(Student-Newman-Keuls method).

The nitrate and dry matter contents are indicators of tuber quality generally
influenced by N fertilisers. The increase in N fertiliser rates clearly increased tuber
nitrate content (statistically significant N effect) and less obviously decreased the
dry matter content (Table 8).
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Table 8. The effect of N fertiliser rates on nitrate content (mg kg fresh weight, FW) and
dry matter of tubers (%).

Nitrate content (mg kg* FW)  Dry matter (%)
N rates 2012 2013 2014 2012 2013 2014

0 20° 34¢ 299 252 222 48
50 31° 530e 252 ppab
2 100 57 g6ed 49° 240 21abe 23
& 150 64> 117% 24b  21be
200 92 133 g2b  23®  20¢  21¢
250 98 190 106 23° 20° 21°
0 47° 100° 85° 228 20° 200
L 50 51¢ 1479 212 208
B 100  63°  208° 94c 212 19> 212
g 150 75 265 212 1gbe

200 1012 2982 165> 218 18° 20°
250 1072 3072 228*  21* 18° 19°

Within each year and cultivar, N treatments with the same letter are not significantly different at 0.05
level (Student-Newman-Keuls method).

1.3.3. Effect of N rate on the Nitrogen Nutrition Index (NNI)

The NNI measured across the sampling dates between 20 and 55 DAE for the
three trial years is shown in Figure 17. For Bintje, NNI ranged from 0.70 to 1.28 in
2012, from 0.71 to 1.27 in 2013 and from 0.80 to 1.12 in 2014. For Charlotte, NNI
showed the same range of values as Bintje (from 0.80 to 1.31 in 2012, from 0.70 to
1.27 in 2013 and from 0.78 to 1.18 in 2014). In the 2012 trial, for example, the value
of NNI was <1.16 for 0, 50 and 100 N levels, indicating N deficiency situations. The
NNI was almost equal to 1.16 for the 150 N level, indicating an optimum N status
and >1.16 for 200 and 250 N levels, showing situations of N excess.

The NNI calculated for both cultivars showed statistical difference in the N status,
indicating different N uptake according to the N fertiliser rate (Figure 17). The
evaluation of tuber yield and quality and especially the NNI enabled the
determination of the crop’s N response. This is an important aspect confirming that
the studied N treatments led to different N status; sensitive optical readings would
therefore allow similar N discrimination.
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14 7 NNI Bintie | 414 NN ) Charlotte
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Tested N rates (kg N.hal) Tested N rates (kg N.ha'l)
I 2012 2013 2014 ssesessas optimal NNI

Figure 17. Nitrogen Nutrition Index (NNI) measured across the sampling period (between 20
and 55 DAE) for increasing N rates (kg N ha™) at the site of Gembloux in 2012, 2013 and 2014
for Bintje and Charlotte cultivars.

The dotted horizontal line represents a reference NNI of 1.16 obtained from Ben Abdallah et al.
(2016b) to maximise tuber yield for the cultivar Bintje. Within each year, N treatments with the same

letter are not significantly different at 0.05 level (Student-Newman-Keuls method).

1.3.4. Comparison of the studied indices based on their sensitivity,
earliness of diagnosis, accuracy and specificity

1.3.4.1. Sensitivity
- Effect of N rate on N indices across the sampling period

Except for SFR-G, the statistical analysis showed that all the studied indices were
significantly influenced by applied N rates (Table 9) among the studied cultivars and
across the sampling period (both 2012 and 2013 trials).

Chlorophyll-based indices. The CHL, HNT and the SFR-R indices decreased
with the decrease of N rates (Table 9). This relationship is in accordance with the
reported decrease of LCC under N deficiency conditions. The CHL index was able
to reveal significant differences among the five studied N rates. The HNT was able
to reveal significant differences among all six studied N rates. The SFR-R index was
able to reveal significant differences among the four studied N rates. Higher average
values of R and G indices were obtained for the control treatment (O N) compared
with the other N rates, whereas the NIR index showed the opposite response to N
rates (Table 9). This opposite dependence on N rates is explained by the spectral
signature that has also been reported by Daughtry et al. (2000) and Goffart et al.
(2010). The normalised indices (NormG, NormR and NormNIR) showed similar
trends to N rates compared to their corresponding reflectance indices (respectively
G, R and NIR). The VI increased with N rates (Table 9). The response of VI,
compared to the G, R and NIR indices, seems to be more sensitive to N, particularly
for the GRVI index, which revealed significant differences among the four studied N
rates. Compared to some computed VIs (e.g., OSAVI and RVI), the GRVI index
(calculated at 550 and 801) responded more to LCC (Daughtry et al. 2000) and then
to leaf N content.
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Flavonoid-based indices. The FLV and FLAV indices increased from the N-
fertilised treatments to the control treatment (Table 9). This is in agreement with the
theory relating increases in LFC to higher N stress levels. Previous studies have
revealed this inverse relationship between LFC and increasing N rates (Cartelat et al.
2005, Tremblay et al. 2007, Zhang et al. 2012). Both of the flavonoid indices were
able to reveal significant N effect. The N differences were observed among all the
studied N rates case of FLV and among five studied N rates cases of FLAV.

Chlorophyll- and flavonoid-based indices. The NBI, NBI-G, NBI-R, HNT/FLV
and HNT/FLAV indices increased from the control treatment (O N) up to the
treatments with higher N applications (Table 9). As N rates increased, LCC
increased and LFC decreased, thus explaining the increase in these combined
chlorophyll- and flavonoid-based indices. These indices were able to reveal
significant N responses among all the studied N rates, except for NBI-G (statistical
difference between five N rates).

Taking into account the computed RS, differences in the sensitivity of the studied
indices to N rates can be observed (Table 9). The higher the ratio between high and
low N, the higher the sensitivity of the corresponding index. The degree of contrast
between low and high N conditions was expressed by the index in this order: NBI-
R> NBI-G > NBI > HNT/FLV > HNT/FLAV > RVI > FLV > FLAV > GRVI >
NormR, GDVI > DVI > R > CHL, NIR, NormG > HNT > NDVI, SAVI > GNDVI ,
GSAVI , GOSAVI > G, OSAVI > SFR-R, NormNIR > SFR-G. The combined
chlorophyll- and flavonoid-based indices (NBI-R, NBI-G, NBI, HNT/FLV and
HNT/FLAV) were ranked as better able to react to a range of contrasting N
conditions, followed by the RVI index and then both the flavonoid indicators (FLV
and FLAV). The HNT index was ranked 17 on the list of 27 indices. This result is in
accordance with other reports of the superior sensitivity of the combined
chlorophyll- and flavonoid-based indices than either of the two indicators used
individually (Cartelat et al. 2005, Cerovic et al. 2005, Tremblay et al. 2007, Cerovic
etal. 2012).

- Effect of N rate on N indices per sampling date

NBI-R, HNT/FLV, HNT/FLAV and FLV revealed a significant N response for all
the sampling dates and for both trials (Table 10). As acomplement the figures from
18 to 21 (in the Annex 1) present the responses of the previous indicators during the
measurement period at different rates of nitrogen availability *.

The NBI and FLAYV indices were also strongly influenced by N rates, but with one
exception in 2012 the N effect was not significant. This was the case at the
beginning of measurement for the NBI (Charlotte at 19 DAE) and at the end of
measurement for the FLAV index (Bintje at 53 DAE).

The HNT index showed sensitive response on all the sampling dates for Bintje in
2013. For Charlotte in 2013 at 14 DAE, the N response of HNT index was not
significant. For the 2012 trial, the HNT index showed late N response (Table 10).

*additional information compared to the published paper
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Table 9. Reading responses of different optical indices (see description in Table 6) to
increasing N fertiliser rates including the sampling period (both 2012 and 2013 trials) and
potato cultivars (Bintje and Charlotte) as a whole.

N effect
ANOVA test @ Multiple-Comparison test ? RS¢
Tested N rates (kg ha®)
Fvaluee ProgN 50N 100N 150N 200N 250 N

NBI-R 263  **x 077" 0.92¢ 1.10¢ 1.18° 1.22® 1.29% 1.68
NBI-G 73 *xk 2628 3.07¢9 3.64° 3.82¢P 3.95° 4.24% 1.62
NBI 355  *** 24.80f 28.59° 32.36" 34.88¢ 36.19° 37.62% 1.52

HNT/FLV 389  *** 32757 37.41° 42.34% 44.77° 46.68" 48.50% 1.48
HNT/FLAV 341  *** 40.72" 46.46° 52.20" 55.66° 57.48" 59.89% 1.47

RVI 32 **%k978° 11.82° 13.20% 13.30% 14.23% 14.23% 1.46

FLV 358 ** 0 1.26% 1.17° 1.07° 1.02¢ 0.99° 096" 1.31

FLAV 180  *** 1.01* 0.93° 0.87¢ 0.83¢ 0.81¢ 0.78° 1.29

GRVI 148 *** 6,08° 7.02¢ 7.45¢ 7.58%P 7.73% 7.79% 1.28
NormR 84 *** (010 0.08° 0.08° 0.08° 0.08° 0.08° 1.25

o GDVI 65 **% 38.75¢ 43.97° 46.40% 46.89% 47.88% 47.68% 1.25
ks DVI 58 **% 41.05° 46.63° 49.28% 49.53* 50.75% 50.47% 1.23
2 R 72 **%k 5502 4,96° 4.73° 4.76° 4.68° 4.61° 1.21
kS CHL 126 *** 20.02¢ 30.60¢ 31.96° 33.29° 33.80°% 34.24% 1.18
3 NIR 49 **% 46.64° 51.55" 54.00% 54.34% 55.27% 55.02% 1.18
3 NormG 123 *** 0.13* 0.12° 0.12° 0.12° 0.11° 0.11°¢ 1.18
< HNT 162 *** 39.097 40.87¢ 42.619 43.41°¢ 44.14° 44.71° 1.14
NDVI 85 **% 077° 0.81° 0.82* 0.82* 0.83* 0.83% 1.08

SAVI 85 xRk 1.14° 120 1.228 1228 1.23* 1.23* 1.08
GNDVI 134  *** 0709 0.73¢ 0.74°> 0.74*2 0.75° 0.75% 1.07
GSAVI 134 *** 1049 1.09° 1.10° 1.11°% 1.11® 1.11% 1.07
GOSAVI 134 *** 0709 0.73° 0.74° 0.74*@ 0.75% 0.75* 1.07

G 9 ** 7.88% 7.54° 7.50° 7.42° 7.43° 7.40° 1.06

OSAVI 85 **% 077 0.81° 0.82° 0.82* 0.82° 0.82% 1.06
SFR-R 62 *% 6799 6.93° 7.05° 7.128 7.12% 7.16° 1.05
NormNIR 124 *** 0.77° 0.80° 0.81*% 0.81* 0.81* 0.81* 1.05
SFR-G 1 ns 10.91% 10.50° 11.37® 10.90* 10.86* 11.40° 1.04

a8 Analysis of variance of the N effect on the optical indices: *, **, and ***: statistical significance at P
<0.05, P <0.01, and P <0.001, respectively. ns indicates no significance (P>0.05).

b Multiple-comparison test (Student-Newman-Keuls method at 0.05 level): values (average of the
provided index over the two trial years for both cultivars and all sampling dates) followed by the same
letter within each line are not significantly different at 0.05 level.

¢ Ratio of sensitivity between the index value of 250 N divided by the index value of 0 N if the index
value of 250 N is higher than that of 0 N; the reciprocal calculation was made if the index value of 0 N
was higher than that of 250 N.
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The indices provided by the Cropscan (NormR, NDVI, SAVI and OSAVI) showed
significant N responses for later measurement dates (Table 10). The GNDVI,
GSAVI and GOSAVI indices showed significant N responses on all the sampling
dates for Bintje 2012, with less sensitive responses for Charlotte in 2012 and late
responses for 2013. For R and G indices, the N effect was not very sensitive. This
was also the case for the SFR-G index provided by the Multiplex. Out of a total of
26 sampling dates, a non-significant N effect was observed on 18 dates for SFR-G,
19 dates for G and 13 dates for R.

1.3.4.2. Earliness of the diagnosis
- Effect of N rate on N indices for the first sampling dates

For both trials and cultivars, NBI-R, HNT/FLV, HNT/FLAV, FLV and FLAV
indices were able to reveal significant N response on the first measurement dates (19
and 25 DAE in 2012 and 7-8 and 13 DAE in 2013) (Table 10). NBI-G (except for
Charlotte in 2013 at 7 DAE) and NBI (except for Charlotte in 2012 at 19 DAE) were
also able to reveal significant N responses on early measurement dates. The HNT
was able to reveal a significant N effect at an early stage only in the 2013 trial. The
NormG, GNDVI, GSAVI, GOSAVI indices showed a significant effect of N
fertilisation at early stages for Bintje only in 2012.

Thus flavonoid indices, whether or not combined with chlorophyll, showed a
consistent early response to N doses, even at 7-8 DAE (for 2013). The UV-induced
chlorophyll fluorescence related to the accumulation of polyphenolic content is
described as an early spectral signature to detect nitrogen deficiency compared to
detections based on changes in reflectance or transmittance linked only to the
reduction of the chlorophyll concentration of leaves (Samson et al. 2000, Cadet,
2008). However, the earliness of diagnosis observed at 7-8 DAE should be
considered carefully, because at early emergence plants are dependent on the
reserves of the seed tubers and there is normally no sudden N deficiency before 2-3
weeks after emergence.
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Table 10. Reading responses of different optical indices (see description in Table 6) to N fertiliser rates for each cultivar and for each
sampling date in 2012 and 2013 trials.

Anova N effect?

Year 2012 2013

Cultivar Bintje Charlotte Bintje Charlotte

Sampling date 20/06 26006 3/07 1007 17/07 2407 1906 25/06 207 907 16/07 23/07 14/06 1906 26/06 407 10007 1807 24/07 11007 17/07 24/07 1007 807 15007 22/07

DAE 19 25 32 39 46 53 19 25 3239 46 53 8 13 20 28 34 42 48 7 13 20 27 34 41 48
NBI_R keksk skek sk skekesk skeskek skesk skekeok skekesk skeskesk skekesk skekesk skekesk skekesk skekesk o skekesk skeskesk skeskesk skesksk skesksk sk skeskesk skekesk skekeskoskeskek skekesk skeskesk
NBI_G skk skk oskeskek skeksk skskk ns skak skeksk skskok skeksk skkok ns skak skeksk skeksk skeksk sksksk o sksksk skskk ns skoksk  skeskok skoksk skeksk skskk kk
NBI % sksksk skeksk skeksk o skekek o skeksk ns sk skeskesk skekesk skesksk skesksk skeskesk skekesk skekesk skeskesk skekek o skeskesk skeskesk skesk o skeskek skeskesk skeskeok skeksk skesksk skeskek

72}
=1

=]
Q

%RVI s RE REREE Ek kEk po kR REE KR o k¥ o opo R kR Ckkk Rk kkk ok kR Rk Rk kkk Rk
éFLV sk kb skokk doksk sk kolok kokok kol kol ko dolok skokk kool skokok skokok kool kol dokok skokk ook skoksk kool sofok skeokk skokk kol
FLAV Fak Rk Rk Rk R po Rk ok lkiokkok Bk ok slskak ok Rk Rk ik Rk kR sk RSk Rk ko Rk kR ko
GRVI s REE REE Rk ok kkk po oo RREEEER o kE o opo kR kR ksl kkok ko ok sk okl ok ks kkok
NormR s KEE REEE Ek kEk o kR kR kR Rk k¥ o opo R Rk Rk Rk Rk o Rk kiR Rk kiR kkk Rk
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Table 10. to be continued

Year 2012 2013

Cultivar Bintje Charlotte Bintje Charlotte

Sampling date 20/06 26006 3007 1007 17/07 24/07 19/06 25/06 207 907 16007 23/07 14/06 19/06 26/06 407 1007 18/07 24/07 11/07 17/07 2407 1007 807 1507 22/07

DAE 19 25 32 39 46 53 19 25 32 39 46 53 8 13 20 28 34 42 48 7 13 20 27 34 41 48
GDVI ns  REE kEE ok * g REE RER K o o opg g F REE kR kkk ko ks kR skok ok kkk ok
DVI ns  FEE REE o g kg REE RRE ko g s ns  F REE Rk skl sk o Rk kol okl ook ko kkok
R ns  F* EEX o one opns ns  ns *FEF s Fons NS nS  REE RERE ok kEsk kkk o oo kR Rk o kkk kkck

8CHL NSk Rk sk skk okk o o kool okok ok dokak ok ok slolok slikk slolok kel o Rk kol kol ook kol kkok
%NIR ns  FEF OREE o opg kg REE REER ko g s ons  F REE Rk sk ek ok sk kol okok ko kkok
.E’NormG *okdk kkk Rk po REEk o opooksskokkk o k% g gk kR Ckkk kksk kkk o K sk ok kR ksl kkok
éHNT s REE Gk sk okk okk o o Rkl okok ok iokok ok ol slolok slikok slolok kol kb o kol sokok kol kol kokok
iCDNDVI s REE Rk Rk ok ks o kk kR kk Rk Rk o oo kR kR ksl ik kb ok skl okl kR kol ok
SAVI s REE RERE Rk kk kkk o kE kskRk Rk k¥ o opo kR Rk ckskk Rk kkk ok kR Rk Rk kkk kkk
GNDVI *oksk kkk sk ok Rk o pookskkskk o ®EF o g kR REk Rk doksk okl ok kil okl kR ok kkok
GSAVI *ooksk kkk sk ok Rk o pookskokskk o RE o g kR ok kkk oksk ek ok kil okl kR ok ok
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Table 10. to be continued

Year 2012 2013
Cultivar Bintje Charlotte Bintje Charlotte

Sampling date 20/06 26006 3/07 1007 17/07 2407 1906 25/06 207 907 16/07 23/07 14/06 1906 26/06 407 10007 1807 24/07 11407 17/07 24/07 1007 807 1507 22/07

DAE 19 25 32 39 46 53 19 25 32 39 46 53 8 13 20 28 34 42 48 7 13 20 27 34 41 48
GOSAVI % skksk sksksk skeksk * skkosk ns ns skkosk skksk ns kk ns ns skek skeksk sksk skskesk skskk ns * skoksk skokosk sksksk skkek skeksk
éG ns ns ** ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns * ns * nsg FF¥ ¥*k* png png ns ns ns KF OKE*
EOSAVI ns sksksk skeksk  ksk kk kskk ns skk skkk skk ksk kk ns ns sk skeksk skeksk sksksk skskk ns % skksk skokok sksksk skskk skeksk
%SFR—R *¥% o ops ¥EF g ¥ #k % poono g FEE K po opo ckdsk skkok kksk k% o g gk KRR Rkk ke

2]
< NormNIR ns sesksk skokok skeskesk * sk ns sk skskok skekk ns sk ns ns sk skeksk skeksk skeksk skeskesk ns % sesksk skokosk skskok skeksk skekek

<
SFR-G *kk g pns *** png nps *FFE K* pg pns ns ns ns ns ns FEF KR kE¥*x g g ns ns ns ns ** ns

2 Analysis of variance of the nitrogen effect (N) per sampling date expressed as Days After Emergence (DAE) including the six levels of N rates (0 N, 50
N, 100 N, 150 N and 200 N and 250 N). *, ** and *** indicate statistical significance at P <0.05, P < 0.01, and P < 0.001 respectively. ns indicates no
significance (P>0.05).
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The indices obtained in 2014 and related to LFC (FLV, FLAV), whether or not
combined with LCC (the case of NBI-R, NBI-G, NBI, HNT/FLV and HNT/FLAV)
also match the criteria of sensitivity and earliness of diagnosis (Table 11 and Table
12), confirming the previous results. These indices showed significant N effects
across the sampling period (Table 11) and for each sampling date (Table 12). Table
11 supports the previously observed sensitivity of the combined chlorophyll- and
flavonoid-based indices according to the RS.

Table 11. Reading responses of flavonoid and/or chlorophyll indices (see description in
Table 6) to increasing N fertiliser rates across the sampling period for the 2014 trial and
for both potato cultivars (Bintje and Charlotte).

N effect
ANOVA test®  Multiple-Comparisontest © RS¢
Tested N rates (kg hat)

Fvalue Pr
0 100 200 250
NBI-R 134 *** (0659 0.89°¢ 1.08° 1.172 1.79
NBI-G 145  *** 08¢ 275°¢ 333b 3572 172
NBI 161  *** 25079 31.58°¢ 35.64° 37.682 1.50

§ HNT/FLAV 153  *** 41789 5151°¢ 58.56° 61.49% 1.47
S HNT/FLV 212 *** 32969 40.34¢ 45.22° 46.99% 1.43
@ FLAV 95 *** 1,08 0.96° 0.87¢ 0.83¢ 1.30
é FLV 144 *** 140% 1.25° 1.14°¢ 1.09¢ 1.29
Py CHL 133 *** 33.81°¢ 37.59° 39.24% 39.76% 1.18
HNT 441  *** 43.43° 46.94° 48.84% 48.95% 1.13
SFR-R 28 ***  706¢ 7.31° 7.53% 7.49% 1.06
SFR-G 24 *** 990¢ 10.25° 10.67?% 10.54% 1.06

2 Analysis of variance of the N effect on the optical indices for 2014 trial including the four N rates (0
N, 100 N, 200 N and 250 N). *#*: statistical significance at P < 0.001.

b Multiple-comparison test (Student-Newman-Keuls method at 0.05 level): values (average of the
provided index across the 2014 trial for both cultivars and all sampling dates) followed by different
letters within each line are significantly different at 0.05 level.

¢ Ratio of sensitivity between the index value of 250 N divided by the index value of O N if the index
value of 250 N is higher than that of 0 N; the reciprocal calculation was made if the index value of 0 N
was higher than that of 250 N.
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Table 12. Reading responses of flavonoids and/or chlorophyll indices (see description in
Table 6) to N fertiliser rates for each cultivar and for each sampling date in the 2014 trial.

Anova N effect?
Cultivar Bintje Charlotte
Sampling date  11/6 18/6 26/6 3/7 17/7 24/7 31/7 11/6 16/6 26/6 30/6 17/7 24/7 29/7
DAE 22 29 37 44 58 65 72 25 30 40 44 61 68 73

N B I - R *khkk kkhk Khhkkhk hhkk khkk kkhkk khkk kkhkkhk khkk khkkhk kEhk khkk kEkk dhkk
N B I _G *kk kkhk Khkhkk hkk kkk kkhkk kkk  Kx%k **  kkk kkhkk K*hkk kkhkk kkk
N B I *kk Kkkhk Khkhkkhk Kkhkk kEkk kkhk kkk kkhkkh khkk kkkh kEhk kkk kEkk dhkk
$ HNT/FLAV *kk Kkhk Khkhkkhk hhkk kEkk kkhk khkk khkhkkh kEkk khkkh kEhk kkk kEkk dkk
'-(.;) HNT/FLV *kk kkhk Khkhkk kkk kEkk kkhkk kkk * *kk Kkkhk Khkk kkhk Kdhkk kkhk
G_.) F LAV *kkhk kkhk Khhkkhk hhkk kkk kkhkk khkk khkkhk kkk khkkhk kkhk kkkhk kk kkk
—
% F LV *khkk kkhkk Khhkk hhkk kkhkk kkhkkhk khkk khhkkhk kkk khkkhk kkhk kkk k% **
é C H L *kk kkhk Khkk hkk kkk kkhkk kkk * *kk Kkkik K*kk kkik Kkkhk  Kkkk
H NT *kk Kkhk Khkhkkhk Khhkk kEkk kkhkk khkk  Kkk kEkk khkk kEhk kkk kEkhk dkk
SFR_R ns ns *k ki) Fk Fkk k% ns ns * * ** **x  Kkk%k

SFR-G NS nNs ns *** * *** ** ng ng ns * F F*  xk

2 Analysis of variance of the nitrogen effect (N) on optical indices per date including the four N rates (0
N, 100 N, 200 N and 250 N). DAE: Days After Emergence. *, **, and *** indicate statistical
significance at P <0.05, P <0.01, and P <0.001 respectively.

1.3.4.3. Accuracy
- Precision

Table 13 shows the Pearson correlation coefficient between the index and the N
concentration in shoots or in the whole plant biomass. If r is close to -1, there is a
significant negative linear relationship between the optical index and the N content;
if r is close to 1, there is a strong positive linear relationship. Except for SFR-G and
G, the indices showed very highly significant correlations with both the reference
methods (either with plant biomass N content or with shoot biomass N content)
across the period of sampling data as a whole.

The negative significant correlations observed for FLV and FLAV, both across the
sampling period and per sampling date (Table 13), confirm the opposite dependence
of flavonoid-based indices to N status (Table 9). The positive significant correlations
observed for CHL, NBI, SFR-R, NBI-G, NBI-R, HNT, HNT/FLV and HNT/FLAV,
both across the sampling period and per sampling date (Table 13), confirm the
relation of these indices (chlorophyll-based indices and chlorophyll- and flavonoid-
based indices) to N status as depicted in Table 9.
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Table 13. Precision of the indices evaluated in the 2012 and 2013 trials on the basis of the Pearson correlation coefficient obtained
between the index and the N content.

DAE

NBI-R

=

=

NBI-G
NBI
HNT/FLV
HNT/FLAV
RVI
FLV
FLAV
GRVI
NormR
GDVI
DVI
R
CHL
NIR
NorrmG
NDVI
SAVI
GNDVI
GSAVI
GOSAVI
G
OSAVI
SFR-R
NormNIR
SFR-G

Plant biomass N content

Bintje 2012

25

32

39

53

0.71* 0.72 0.87 0.88 0.81 0.65-0.85-0.72 0.72-0.68 0.7 0.66 0.6 047 0.66-0.69 0.77 0.7 0.7 0.71 0.71 0.71 -041 0.7 012 0.7 -0.13

skeskesk

0.82

skeksk

0.84

skeskesk

0.6

kek

etk skeksk skeksk skelkesk skeksk skeksk skelesk skekek skekesk skeksk skekek skek ko skeksk skeksk skekesk skeksk kekek skeksk skeksk skeksk sk skeksk ns seskesk ns

0.83 0.87 091 091 0.84-0.87-0.85 0.78 -0.77 0.73 0.75-0.77 0.72 0.7 -0.750.85 0.77 0.77 0.77 0.77 0.77-0.53 0.77 0.32 0.79 0.17

dekk o delek ckekek kel Skelok slelek elek Slelek selek Slelek ek Sielok Slelek slelek Slelek selek Selek Slelek selek Slelek selek s ek Skl g Rk g

0.84 09 091 0.89 0.6 -0.88-0.82 0.49-0.56 0.25 0.18 -0.54 0.91 0.14 -0420.88 0.62 0.61 047 048 0.48-0230.62 0.73 0.7 0.76

etk skeksk skeksk skekek skek skeksk skeksk sk sksk ns ns ek kekek ns ko oskeksk sksk kek % % * ns sk ek skeksk skeksk

041 057 0.7 05 0.78-0.54-0.23 0.85-0.79 0.59 0.59 -01 0.55 0.54-0.840.77 0.79 0.8 0.84 0.84 0.84 0.06 0.79 0.55 0.84 0.15

ko Rk kk ok Rk Rk o ek sk ek bk o ok bk kol ok biok ool ook kil biok o Rk ek kel o

Charlotte 2012

25

32

39

53

0.74

skskok

0.73

sk

0.81

skskok

0.77

sksksk

0.76 0.62 0.63 0.72 0.39-0.65-0.72 0.1 -0.39 0.5 0.51 -0.13-0.06 0.55-0.07-0.02 04 04 0.4 015 0.4 036 04 -0320.27-0.37
sskok kg skeksk skeksk ns skeksk skokk ns ns * * ns ns K3k ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
0.8 0.85 0.88 0.83 0.85-0.86-0.74 0.74-0.82 0.67 0.7 -0.78 0.8 0.7 -0.7 0.78 0.83 0.83 0.72 0.73 0.72-044 0.83 0.16 0.8 0.03

ok Rk Rk RRE RISk kb Rk Rk bkl Bk Rk bkl Rk kb bRE RSE bbk Rk Riok bRk Bk % bRk o Rk o

0.76 0.82 0.89 0.88 0.68 -0.87-0.82 0.58 -0.65 044 041 -0.2 0.72 0.38-0.55 0.87 0.69 0.69 0.57 0.59 0.58 -0.12 0.69 0.2 0.73 0.17

skekok ckokek skekesk skeksk skekek skekesk skesksk ksk skek * * ns skskok ns sk skeksk skekesk skeksk okek skek skek ns skskk ns skskok ns

0.75 0.72 0.8 0.84 0.15-0.74 -0.8 0.14 -0.19 0.8 011 -0.2 0.64 0.07 -0.11 0.79 023 023 0.12 0.2 012 -0.07 0.23-0.050.22 0.05

etk skeksk skeksk kel ns ek skeksk nsS nsS nsS ns ns skesksk ns ns sksksk nsS nS nS nS nS nS nS nS ns ns
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Table 13. to be continued

DAE

NBI-R

NBI-G
NBI
HNT/FLV
HNT/FLAV
RVI
FLV
FLAV
GRVI
NormR
GDVI
DVI
R
CHL
NIR
NorrmG
HNT
NDVI
SAVI
GNDVI
GSAVI
GOSAVI
G
OSAVI
SFR-R
NormNIR
SFR-G

Plant biomass N content

Bintje 2013

13

20

42

0.75

skeskesk

0.64

skeksk

0.85

skeskesk

0.86

skeksk

0.57 0.64 0.77 0.75 0.19 -0.83-0.76 0.22-0.220.09 0.13 -0.2 0.18 0.03-0.23 041 019 0.9 0.24 0.23 0.23-0.25 0.19 -0.15 0.23 0_22
Wk REE blok obkk g Wk bRk g ns ns ns ns ns ns ns * ns NS nS NS NS NS NS NS ns ns
0.58 0.56 0.66 0.7 0.54 0.6 -0.71 0.45-0.58 0.54 0.55-0.55 043 0.57 -0.35 0.55 0.57 0.57 0.44 044 044 -0.12 0.57 0.04 0.52 0.08

ek skek skeksk skeksk sk kk o skeksk % sk cksk kk skek * ¥k g kR Rk ek * * * ns * ns ¥ ng

0.8 0.8 0.87 0.86 0.85-0.86-0.86 0.71-0.82 0.8 0.85-0.66 0.73 0.78 -0.76 0.85 0.82 0.83 0.62 0.63 0.63 -0.01 0.82 0.68 0.82 043

etk skeksk skeksk ek skeksk skeksk ek skeksk kel skelesk skeksk skekek sk skekek skekesk skeksk skekek sk ek skekesk skekek ns seekesk skeksk kel 3k

0.78 091 0.94 091 0.85-0.93-0.91 0.72-0.82 0.82 0.78-0.55 0.9 0.76-0.72 0.87 0.83 0.84 0.73 0.74 0.74-0.29 0.83 0.51 0.8 -0.11

ook ook Rk ok ok ook ol ook ok iok bbb sk ok ok dblok el ook ok ok lok ek o Rk ok kb o

Charlotte 2013

13

20

27

41

0.76

skeskesk

0.81 0.73 0.81 0.79 044-0.86-0.81 042 -043 0.58 0.56-0.26 0.33 0.58 -0.42 0.33 0.45 045 042 043 042-0.09 045 0.01 043 0.29

etk skeksk skeksk kel sk skeksk skeksk sk * sk skek ns ns K3k * ns * % % % * ns * ns k ns

0.72 0.65 0.74 0.76 0.75 0.59-0.74-0.75 046 -0.63 0.54 0.49-0.69 0.53 0.44-045 0.66 0.65 0.64 0.51 0.51 0.51 -0.250.65 -0.2 0.65-0.39

sk

0.88

skskok

093

sksksk

etk skeksk skeksk skeksk skek skl skekek 3k kk skek ko ckeksk skek * ko oskeksk skeksk sheksk % * * ns skeksk ns sksksk ns

0.81 0.84 0.87 0.87 0.76-0.89-0.92 0.78 -0.72 0.83 0.82-0.53 0.68 0.82-0.77 0.77 0.72 0.73 0.77 0.77 0.77 0.36 0.72 0.35 0.75-0.36

skekok ckokek skekesk skeksk skekesk skekesk skeksk skl skelesk skeksk skekesk sfesk skekesk kel skelesk skeksk skekesk siekesk sk skekek skeksk ns skskk ns skskok ns

0.9 0.94 095 094 0.89-0.96-094 0.93 -0.81 0.84 0.8 -0.8 091 0.8 -091097 082 0.82 09 09 09 -0.7 0.82 0.88 0.88 0.59

etk skeksk skeksk skekesk skeksk skekek skeksk skelek skekek skeksk skelek stetek skeksk skekek skekesk sheksk etk skekesk kel etk skeksk skl skekesk skeksk skeksk skek
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Table 13. to be continued

> Z — -~ e
b 5 Y = — = = — = > >| T
Ssz:z5cEzg8izfdza~58£5z28z2832052¢2 %8¢
zZ Z éé = O z O 2 Zm©©8 Omgm

Plantbiomass N 0.86° 0.67 0.82 0.87 0.86 -0.53-0.83-0.86-0.53 0.57 -0.66-0.66 0.5 0.61 -0.66 0.51 0.54 -0.57-0.57-0.54-0.55-0.550.02 -0.57 047 -0.58 0 69
content )

ok el Skelck el Skelek clelek elek Slelek skelek Slekek slelek s Selek ekl slelek Selek skelek Selek Sk selek Slelek slelek Sekek g ke Skekek skekk g

0.85° 0.64 0.82 0.85 0.85-0.52-0.82-0.85-0.49 0.53 -0.63-0.64 045 0.61 -0.64 046 0.53 -0.53-0.53 -0.5 -0.5 -0.5-0.02-0.53 047 -0.53 -0.1

sefeske skeksk skesksk skeksk skekek skl skeksk kekek skl skeksk skekesk skeksk skelsk stelek skeksk skelsk skelesk skelksk skeksk slelek skeksk skekek ns seeksk skeksk skekek ns

Shoot N content

@ Pearson correlation coefficient obtained for each plant sampling date between the index and the plant biomass nitrogen content expressed in g 100 g* of
dry matter weight (%) (24 data corresponding to six N rates and four replications for each cultivar);

b Pearson correlation coefficient obtained across the sampling period between the index and the plant biomass nitrogen content (384 data corresponding to
six N rates, four replications and 16 dates including the two trial years and the two cultivars );

¢ Pearson correlation coefficient obtained across the sampling period between the index and the above-ground biomass nitrogen content expressed in g 100
gt of dry matter weight (%) (384 data) ; *, **, and *** indicate statistical significance correlation at P <0.05, P < 0.01, and P < 0.001 respectively. ns
indicates no significance correlation at P>0.05. Grey areas indicate the six best performances per sampling date.
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Fluorescence et composés phénoliques pour le statut azoté en pomme de terre

For the R index, the positive correlation with N content obtained across the
sampling period and for the cultivar as a whole is contradictory with the observed
correlations per sampling date (negative correlations) (Table 13) and with the
described N relationship depicted in Table 9 (as N rates increased, R index
decreased from 0 to 250 N). Similar contradictory responses were obtained for the
other Cropscan indices (NIR index, the normalised indices and the vegetation
indices) by comparing the correlations obtained for the sampling period and the
cultivar as a whole with those obtained per sampling date (Table 13).

This could be related to different responses of canopy reflectance as the growth
stages progress and thus a stableness response of the measurement for different
sampling dates. For example, Xue et al. (2004) reported a negative correlation of
reflectance at 560 nm with leaf N content for each sampling date, but when the data
are considered as a whole it seems that a positive relationship existed before the
heading stage in rice.

The correlations obtained with N content when considering the sampling period
were higher for NBI-R, NBI, HNT/FLV, HNT/FLAV, FLV and FLAV indices
(coefficients greater than 0.8) than for the other studied indices. Considering the
correlations obtained for each sampling date, these indices (NBI-R, NBI, HNT/FLV,
HNT/FLAV, FLV and FLAV) were ranked in general as the six best-performing in
terms of higher Pearson coefficients. For one date (at 53 DAE), the FLAV index
showed non-significant correlation with plant biomass N content. NBI-G generally
showed high correlations (when considering the sampling period as a whole and per
sampling date) and thus achieved, like the flavonoid indices, whether or not
combined or not with the chlorophyll indices, high performances for precision. The
CHL and HNT indices generally showed a statistically significant correlation with N
content per sampling date, but for some early dates (25 DAE for Charlotte in 2012
and 13 DAE in 2013) the correlation was not significant or very small. The precision
of the NBI index measured by Dualex and the chlorophyll index measured by
SPAD, the other version of HNT chlorophyll-meter, was also assessed by
Confalonieri et al. (2015). In this latter study, the NBI demonstrated the highest
correlation (per shoots or plant biomass N content) to the chlorophyll-meter, as was
also the case in our study.

For Cropscan indices the obtained correlations with N content were not always
statistically significant and varied with the growth stage (Table 13); thus the
precision of Cropscan measurement is less satisfactory than that achieved by
flavonoid indices, whether or combined with chlorophyll indices.

- Repeatability
Repeatability was assessed in this study by the coefficient of variation of the
indices calculated between the four repetitions (Table 14). Coefficients of variation
below 15% indicate good repeatability (Pryseley et al. 2010). With the exception of
some Multiplex indices (SFR-G and NBI-G) on the last measurement date in 2012
and some Cropscan indices at 46 DAE, the coefficients of variation indicated an
acceptable range of repeatability between repetitions. Cofalonieri et al. 2015 found
that the chlorophyll index (SPAD index measured by chlorophyll-meter)
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Les flavonoides comme indicateurs foliaires du statut azoté de la culture de pomme de terre

demonstrated higher repeatability than the chlorophyll- and flavonoid-based index
(NBI). In this latter study, repeatability was calculated as a function of the standard
deviation of repeatability (Sr) and was assessed by performing repeated optical
measurements under the same conditions by the same operator.

1.3.4.4. Specificity
The specificity of the indices was studied among four factors: N, cultivar,
experimental year and measurement date (DAE) (Table 15). Ideally a good index for
the evaluation of CNS will be sensitive to N (significant N effect) without being
influenced by cultivar, year or DAE (no significant effect).

A significant difference between the two cultivars was observed for most of the
absolute indices (Table 15). However, when the relative indices are considered using
the well-fertilised reference plot (250 N) or the control reference plot (0 N); the
cultivar effect indicated no significant difference. The interactions of N*Cultivar
was not significant (except for the absolute NBI index). This is an indication that the
N responses of the indices are consistent for both the studied cultivars (Table 15).

A significant influence of experimental year and DAE was observed in general for
both the absolute and the relative indices (Table 15). The interaction effects of
N*year and N *DAE were significant for almost all the absolute and relative indices
indicating that the responses of indices varied with year and sampling dates. Except
for NBI-G and NBI, the absolute indices showed higher F values associated with the
year or the DAE factor than with the N factor. The relative indices in general (except
for the CHL index using the ON plot) showed an opposite tendency, with higher F
values associated with the N factor than with the year or the DAE factor. The F
values suggested that the significant year or the DAE effect is predominant for the
absolute indices, while the significant N effect is predominant for the relative
indices.

The indices provided by optical sensors (absolute indices) therefore showed low
specificity to N (significant effects of factors other than N). This low specificity
could be alleviated by the use of relative indices (using O or 250 N as reference N
rates) with predominant significant N effects, smaller year and DAE effects and no
significant cultivar effect. This result is in agreement with the need to use
normalisation procedures for crop measurements to minimise the influence of
factors other than N fertilisation on the performance of the optical readings
(Schroder et al. 2000, Samborski et al. 2009, Goffart et al. 2013).
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Table 14. Coefficients of variation for the absolute indices obtained between the four repetitions (all nitrogen fertilisation levels).

Coefficients of variation (%)

> 2 C e - © _ _s=5 =&
e ZEEZFZiZ:iAE~3E:i28328330z27%¢
s £ £ =0z 0 zZ 2 45 08 & & 3 v

T
19 74 79 68 41 41 85 64 55 27 63 48 69 59 39 45 15 2 47 47 16 16 16 51 47 13 17 17
N 25 52 26 21 43 45 8 53 55 5 82 32 36 109 39 3 46 14 24 24 22 21 22 81 24 28 17 44
8 32 33 18 44 26 09 12 36 17 44 29 24 27 39 35 31 45 08 06 06 12 12 12 72 06 06 07 29
f’é 39 09 21 43 21 08 75 26 06 102 73 54 66 48 22 64 105 11 09 09 28 28 28 168 09 09 08 11
@ 46 95 17 36 16 27 37 21 33 55 44 6 46 81 34 5 49 1 05 05 14 14 14 34 05 28 04 44
53 64 357 72 36 94 31 26 86 14 3 63 64 67 5 64 14 13 04 04 03 04 04 52 04 31 02 345
19 77 76 56 24 31 36 14 55 2 35 23 28 21 55 18 13 24 17 17 11 11 11 18 17 12 08 17
g 25 99 88 22 26 46 2 36 68 58 23 24 19 31 35 2 5 23 04 04 18 18 18 62 04 09 07 11
E 2 82 44 88 43 37 1 51 42 17 17 37 33 43 42 33 16 11 02 02 04 05 04 19 02 12 02 4
‘—:3 39 87 66 115 51 48 44 5 47 39 47 7 72 81 68 73 41 02 05 05 1 1 1 10 05 27 03 61
§ 46 36 27 95 34 19 353 41 21 2711 19 32 83 96 54 73 276 07 17 18 92 91 91 379 17 12 31 34
53 82 194 105 76 108 64 66 106 49 6 64 64 43 48 59 44 18 08 08 11 11 11 42 08 24 08 219
™ 8 26 19 51 19 16 61 3 25 27 45 09 66 48 26 18 27 14 69 69 25 25 25 41 69 12 14 32
Q 13 68 102 98 28 55 2 04 7 16 16 18 16 41 94 22 09 23 17 17 11 1 11 42 17 31 08 67
% 20 29 42 64 25 21 79 34 33 73 56 47 43 52 34 3 6 15 21 21 29 29 29 52 21 27 18 45
@ 28 7 56 57 27 44 2 25 44 29 25 25 21 34 38 21 24 09 03 03 08 08 08 21 03 04 03 08
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Table 14. to be continued

>z — & = Q - - T = 5 = =
we 5 EEEEZZiEiEE«EEf82523 2% %4
zZ Z % Z F O z © > Z 5 5 8 S 4 g

T

O 34 62 67 85 24 25 39 32 25 31 66 43 35 34 58 36 2 1 1 1 14 14 14 27 1 23 05 33
% 492 64 95 58 31 37 28 24 25 31 22 42 4 3 38 39 29 1 05 05 08 08 08 15 05 26 05 42
'E 48 63 3 76 43 3 08 45 28 76 14 48 53 41 33 52 71 15 01 02 22 21 22 11 01 34 09 66
7 47 88 36 37 42 28 1 22 3 43 43 6 63 31 17 38 56 55 23 23 23 23 55 38 14 83
™ 13 47 27 4 2 23 49 06 21 23 32 32 42 33 34 28 12 15 28 28 12 12 12 15 28 08 12 23
§ 20 34 4 23 23 35 74 09 12 13 83 34 5 46 29 42 U8 19 14 14 47 46 47 164 14 15 16 28
% 27 2 47 44 05 15 32 15 13 14 4 22 27 17 41 23 11 14 06 06 03 03 03 18 06 16 03 53
E 4 49 101 72 2 24 2 23 18 05 2 1 11 n2 7 1m 05 18 03 03 01 02 01 107 03 53 01 10
© 41 48 127 39 16 21 17 09 09 18 34 26 31 21 56 28 21 1 05 05 05 05 05 49 05 13 02 87

48 78 131 78 28 32 56 2 07 31 66 46 56 54 59 52 33 14 14 14 09 08 08 79 14 52 04 Ml

Coefficient of variation (%) measured as the ratio between the standard deviation and the mean of the indices calculated between the four repetitions per
date and combining the six levels of N rates (0 N, 50 N,. 100 N, 150 N and 200 N and 250 N).
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Table 15. Comparison of the absolute indices versus the relative indices.

Tested Anova factors® NBFR _ NBIFG  NBI  HNTFLV HNTFLAV _ FLV _ FLAV _CHL _ HNT _ SFRR  SFRG
N Pr *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k ns
Fvalue 35846 20455 370.02 38893  511.13 40443 260.32 18126 339.39 1727 054
I ) Pr *k*k *% ns * *k*k nS *% ns *k*k *k*k ns
Culivar o\l 18494 9702 006 3033 36354  0.03 6497 014 131751 5982  0.44
ear Fvalue 3517 16026 2.4 50.25 62.31 60.33 14.13 197.55 1473.09 31274 3.07
indices® DAE Fvalue 373.64 3349 26401 45116  621.35 514.04 16546 103.97 104.16 170.64 12.46
N*Cultivar Pr Ns * ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Fvalue 138 301 085 0.09 0.26 03 014 095 024 236  1.23
N*Y pr *k%k *% *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k%k *k%x ns
€ Fvalue 1325 337 978 1859 1411 1656 1117 1108 1517 615 053
pr * ns **k*k *k*k * *k*k *k*k *k*k *k%k *k%x ns
N*DAE
Fvalue 219 078 675 8.13 2.1 882 428 44 1312 564 043
N pr *k%k **k*k **k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k%k *k%x ns
Fvalue 25143 139.9 33827 32191 36934 307.15 201.79 164.82 346.41 18352 1.1
Cultivar Pr Ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Fvalue 035 222 048 0.03 07 125 027 062 002 632 591
Y Pr *k%k *k*k *k*k *k*k *% *% *% *k*k *%* * ns
Relatives ear Fvalue 3396 95 2087 2671 2279 2425 189 479 1665 742 095
(x N/250 Fvalue 5664 952 5223 662 4289 3919 2063 571 5975 38.68 0.64
N)© N*Cultivar Pr Ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Fvalue 001 185 0.8 0.02 0.47 011 019 063 03 182 245
€ Fvalue 1624 563 1373  13.85 15.27 1116 1402 1655 1401 973 156
N*DAE  ciale 219 078 675 813 21 882 428 44 1312 564 043
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Table 15. to be continued

Tested Anova factors® NBF-R  NBKG  NBI  HNTFLV HNTFLAV  FLV.  FLAV  CHL HNT _ SFRR SFRG
Pr *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k *k*k **k*x ns
N Fvalue 186.6 230.05 45292 297.83 233.38 105714 7157 81.93 90.32 53.24 0.91
Cultivar Pr ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
F value 4.67 16.21 3.28 0 0.01 4,76 0 1.26 1.76 11.3 2.23
Y Pr **k* **k* **k* *%* **k%* *%* *%* ** **k* **k*x ns
. ear Fvalue 3404 4821 2965  26.01 6354 1759 1375 2282 4683 32.67 0.3l
R_ela_tlves Pr Kkk *kk *kk *kk *kk o ns e e o ns
(Xlr,]\?/g;eNS)d DAE Fvalue 36.83 11.09 107.44 28.6 22.47 14.86 3.05 138.05 49.38 14.61 2.29
N*Cultivar Pr Ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
F value 0.14 1.67 0.76 0.02 0.49 0.21 0.13 1 0.18 1.05 0.44
pr *kk * *k*k *k*k *k*k ** * *k*k * ns ns
N*Year
F value 9.6 2.89 6.72 5.93 4.74 4.44 3.15 7.43 2.42 1.35 1.03
* pr *kk *k*k *k*k *k*k *k*k ** *k*k *k*k *k*k *kk ns
N*DAE F value 8.08 3.39 9.76 9.24 7.52 5.01 2.74 7.84 5.62 3.95 1.33

@ Analysis of variance of nitrogen (N) effect, cultivar effect, year effect measurement date effect (expressed in days after emergence, DAE) and their
interaction on the optical indices across the 2012, 2013 and 2014 trials and the four N treatments (O N, 100 N, 200 N and 250 N). For each studied effect
the probability (Pr) expressed in *, **, *** and ns (statistical significance at P <0.05, statistical significance at P < 0.01, statistical significance at P < 0.001
and no significance respectively) and the F statistical value;

b Absolute indices: mean per plot of the reading provided directly by the optical sensors; ° Relative indices (x N/250 N): ratio between the mean of the
reading for a given N treatment and the mean of the reading for the well-fertilised N treatment (250 N); ¢ Relative indices (x N/O N): ratio between the

mean of the reading for a given N treatment and the mean of the reading for the control treatment (0 N).
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The specificity of other factors was not tested in this study. However, many factors
affecting crop growth could influence chlorophyll and flavonoid indices. Samson et
al. (2000) stated that S deficiency does not affect UV-induced fluorescence (related
to the accumulation of polyphenolics content) and decreases LCC. Water stress
affects LCC (Gianquinto et al. 2004), but different results have been reported
concerning LFC. Fortier et al. (2010) found an increase in flavonoid concentration in
the absence of irrigation. In this latter study, LFC was sensed by a Dualex device
using both leaf sides. However, Cartelat et al. (2005) stated that the total
polyphenolic content remained unchanged, while only the polyphenolic content on
the abaxial side of wheat leaves changed. This is due to a change in the allocation of
polyphenolics between the two sides of the leaves.

According to the studied criteria of sensitivity, earliness of diagnosis and accuracy,
the flavonoid indicator (i.e. FLV index) whether or not combined with chlorophyll
indices (i.e. the NBI-R, HNT/FLV and HNT/FLAYV indices) was able to meet all the
requirements successfully. However, the criterion of specificity to N was not
achieved for all the studied indices. This low specificity can be improved by the use
of relative values.

1.4, Conclusion

Analysis of indices provided from the in-season plant readings shows that indices
based on the estimation of LFC (FLV), measured by fluorescence and whether or
not combined with LCC (NBI-R, HNT/FLV, HNT/FLAV) are more promising for
evaluating the CNS than indices measured by transmittance and reflectance. Despite
the fact that absolute indices show low specificity to N (due to cultivar, sampling
date and year effects on the optical readings), which can be improved by the use of
relative values, the identified promising indices were able to match the required
criteria successfully. These indices were sensitive to crop N status. The
measurements revealed significant difference among all the tested N rates across the
sampling period, showed significant N response on each sampling date and were
able to assess highly contrasting N conditions according to the computed ratio of
sensitivity. These indices showed an early N diagnosis compared to the indices
provided by the chlorophyll-meter or the radiometer. The identified indices
accurately estimated the CNS, since they were closely related to shoot and plant
biomass N content (good precision) and they indicated an acceptable range of
repeatability. The NBI index was also as good predictor for CNS as the equivalent
indices identified as promising and based on chlorophyll- and flavonoid-based
indicators. However, for a single date the sensitivity criterion was not achieved. The
FLAYV index (measured by the Multiplex) related to LFC could also be considered a
good predictor for CNS with slightly less sensitivity than the FLV index (measured
by the Dualex). The FLV and NBI-R indices, measured directly by the fluorimeters,
seem more suitable for practical application than HNT/FLV and HNT/FLAV
indices, since these combined ratios are derived from measures with two different
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sensors (chlorophyll-meter and fluorimeter) which will limit their use. Another
important consideration when comparing optical sensors is the crop surface area that
is measured. Dualex and Multiplex measured a surface of 19-20 mm? and 50 c¢cm?
respectively. In order to take account of field heterogeneity, it is necessary to
consider a more representative surface or to compute sufficient replication and
adequate sample selection. The expected embedded versions of the fluorimeters
positioned further away from the plant will make this possible.
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1.5. Annexe 1

Relation des indicateurs flavonoides avec I’indice de nutrition azotée

Comme déja indiqués précédemment, les indicateurs potentiels du statut azoté de
la culture doivent étre validés avec les mesures de référence du statut azoté de la
culture. Dans I’article précédent, afin de vérifier la justesse des mesures optiques, les
indicateurs sont confrontés aux exportations d’azote (aussi bien avec la teneur en
azote de la biomasse aérienne qu’avec la teneur en azote de la plante) mesurées par
les méthodes analytiques (Tableau 13). Le Tableau 16 considére les corrélations
établies pour la variété Bintje entre les indices intéressants, retenus dans I’article
précédent, et 'INN qui est I’indicateur de référence du statut azoté de la culture
calculé sur base de la courbe de dilution critique de 1’azote. A titre comparatif, les
corrélations établies entre les indices pertinents et les exportations d’azote sont
également reprises au niveau du Tableau 16.

Il en ressort que I’indicateur flavonoides (indice FLV) et I’'INN sont hautement
corrélés (coefficient de corrélation de -0.70). Le coefficient négatif obtenu traduit la
relation inverse de 1’augmentation de la teneur en flavonoides des feuilles avec la
diminution de I’INN correspondant a 1’augmentation de la déficience en azote. Les
indicateurs flavonoides couplés a la chlorophylle présentent également de bonnes
corrélations avec I’INN (cas des indices NBI-R, HNT/FLAV et HNT/FLV). Les
corrélations établies sur base de la teneur en azote (de la plante entiére ou de la
biomasse aérienne), sont améliorées comparativement aux corrélations établies sur
base de I’INN. Sur base de ces corrélations, les indicateurs flavonoides seuls ou
combinés aux indicateurs chlorophylle sont démontrés comme des mesures justes.

Tableau 16. Corrélation entre les indices optiques et les mesures de référence du statut
azoté de la culture.

Coefficients de corrélation de Pearson

teneur en azote de
teneur en azote de

INN? S la biomasse
la plante entiére

aérienne ¢
FLV -0.70 Frx -0.75 Frx -0.86 Frx
Indices NBI-R 0.57 *kx 0.63 *kx 0.83 *hKk
optiques HNT/FLAV 0.74 Frx 0.79 Frx 0.87 Frx
HNT/FLV 0.63 Frx 0.69 Frx 0.81 Frx

Coefficients de corrélation de Pearson établis pour la variété Bintje entre 20 et 53 jours apres
émergence sur les deux années d’expérimentation (2012 et 2013). Corrélations avec les indices
optiques sont établies sur base de 2 I’indice de nutrition azotée INN (160 observations), de ° la teneur
en azote de la plante entiére exprimée en g .100 g de matiére séche (%) (168 observations), et de © la
teneur en azote de la biomasse aérienne exprimée en g .100 g de matiére séche (%) (168
observations), *** indique que les coefficients de corrélations sont significatifs au seuil P <0.001.
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Réponse des indicateurs flavonoides a des doses d’engrais azoté minéral

appliqué

En complément du Tableau 10, les Figures 18, 19, 20 et 21 montrent la sensibilité

de réponse des indicateurs pertinents qui sont retenus a I’issue de ’article du

chapitre 4. Les évolutions des indicateurs flavonoides (Figure 18), seuls ou

combinés a la teneur en chlorophylle (Figures 19, 20 et 21), sont présentées en
fonction des niveaux d’azote testés pour chaque variété et année d’expérimentation.
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Figure 18. Evolution des indicateurs flavonoides (FLV) mesurés par le Dualex en fonction des
jours apres émergence de la culture pour des niveaux croissants d’azote appliqué -Variété Bintje
en 2012 (A) et 2013 (B) et variété Charlotte en 2012 (C) et 2013(D).

Pour chaque période exprimée en jours aprés émergence, les niveaux d’azote possédant la méme lettre
ne sont pas significativement différents au niveau 0,05 (méthode Student-Newman-Keuls).
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Figure 19. Evolution des indicateurs combinant flavonoides et chlorophylle (NBI-R) mesurés
par le Multiplex en fonction des jours aprés émergence de la culture pour des niveaux croissants
d’azote appliqué -Variété Bintje en 2012 (A) et 2013 (B) et variété Charlotte en 2012 (C) et
2013(D).

Pour chaque période exprimée en jours aprés émergence, les niveaux d’azote possédant la méme lettre
ne sont pas significativement différents au niveau 0,05 (méthode Student-Newman-Keuls).

138




Les flavonoides comme indicateurs foliaires du statut azoté de la culture de pomme de terre

A . B
e Bintje 2012 oy Bintje 2013
00 ~
o no
m50 m50
m100 =100
m150 m 150
m200 m200
=250 =250
Jours aprés émergence Jours aprés émergence
. C . D
o Charlotte 2012 ey Charlotte 2013
807 707 baa
ba
60 -
mo o
m50 m50
w100 » 100
150 H150
200 m200
250 m250
13 20 28 34 2 48
Jours aprés émergence Jours aprés émergence

Figure 20. Evolution des indicateurs flavonoides (mesurés par le Dualex) combinés a la

chlorophylle (mesurée par le chlorophyllométre Hydro N-tester) en fonction des jours aprés
émergence de la culture pour des niveaux croissants d’azote appliqué -Variété Bintje en 2012
(A) et 2013 (B) et variété Charlotte en 2012 (C) et 2013(D).

Pour chaque période exprimée en jours aprés émergence, les niveaux d’azote possédant la méme lettre

ne sont pas significativement différents au niveau 0,05 (méthode Student-Newman-Keuls).
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Figure 21. Evolution des indicateurs flavonoides (mesurés par le Multiplex) combinés a la

chlorophylle (mesurée par le chlorophyllométre Hydro N-tester) en fonction des jours aprés
émergence de la culture pour des niveaux croissants d’azote appliqué -Variété Bintje en 2012
(A) et 2013 (B) et variété Charlotte en 2012 (C) et 2013(D).

Pour chaque période exprimée en jours aprés émergence, les niveaux d’azote possédant la méme lettre
ne sont pas significativement différents au niveau 0,05 (méthode Student-Newman-Keuls).

140




Les flavonoides comme indicateurs foliaires du statut azoté de la culture de pomme de terre

2. Lien avec le chapitre suivant

Le chapitre 4 étudie les potentialités des indicateurs du statut azoté de la culture de
pomme de terre basés sur I'estimation de la teneur en flavonoides des feuilles et
mesurés par ChlF.

Les potentialités des indicateurs ont été évaluées, durant trois années, par
comparaison des mesures optiques sur le feuillage en cours de saison pour deux
variétés de pommes de terre (Bintje et Charlotte) cultivées avec des doses
croissantes d’azote. En considérant les critéres investigués, il apparait que les
mesures de ChIF sont les plus pertinentes pour 1’évaluation du statut azoté de la
culture comparativement aux mesures de transmittance ou de réflectance. Ces
mesures de ChIF intéressantes sont basées sur I’estimation de la teneur en
flavonoides des feuilles de maniére générale et, en particulier, en combinaison a la
teneur en chlorophylle des feuilles.

En effet, les indicateurs flavonoides (seuls ou combinés a la teneur en
chlorophylle) acquis par les fluorimétres Dualex et Multiplex permettent la détection
précoce de la déficience en azote mesurée entre 7 et 25 JAE. La détection de la
déficience en azote apparait généralement plus tardivement en prenant en compte les
indicateurs chlorophylle mesurés par réflectance (cas du radiométre Cropscan) a
1I’échelle de la canopée. Ce défaut de réponse peut étre lié au principe de mesure du
Cropscan qui présente en début de la phase végétative de la culture, un signal mixte
de réflectance lié a la canopée et au sol. Avec le développement progressif de la
végétation et la fermeture des rangs de la culture de pomme de terre, cette réponse a
I’azote devient plus sensible. La détection de la déficience en azote liée a
I’accumulation des composés phénoliques précéde également la diminution de la
concentration en chlorophylle des feuilles mesurée par transmittance par le
chlorophyllométre Hydro-N tester.

Les mesures de ChIF sont décrites dans notre chapitre comme des mesures justes
présentant de bonnes corrélations aussi bien avec les indicateurs du statut azoté de la
culture (les INN) que les exportations d’azote (la teneur en azote de la biomasse
aerienne et la teneur en azote de la plante) tout au long de la saison de culture. Les
mesures réalisées avec le chlorophyllometre Hydro-N tester présentent également de
bonnes corrélations avec les exportations d’azote, mais qui sont généralement
observées plus tard en cours de cycle (entre 34 et 53 JAE).

Les mesures de fluorescence présentent une plage de répétabilité adéquate entre
les répétitions testées avec des coefficients de variation compris entre 0.4 et 10 %.

En matiére de précocité de détection et d’exactitude des mesures (justesse et
répétabilité), les indicateurs flavonoides couplés aux indicateurs chlorophylle
présentent des qualités comparables aux indicateurs flavonoides seuls. Cependant, la
combinaison des deux indicateurs -chlorophylle et flavonoides- améliore la
sensibilité des mesures couplées par rapport a I’approche qui considére les mesures
uniques de chlorophylle ou de flavonoides.

141



Fluorescence et composés phénoliques pour le statut azoté en pomme de terre

En raison de la faible specificité de la chlorophylle et des flavonoides pour
I’évaluation du statut azoté, il s’est avéré utile de travailler avec des valeurs relatives
des indices par la prise en compte d’une fenétre de référence (soit une fenétre sans
apport d’azote, soit une fenétre surfertilisée) plutét qu’avec des valeurs absolues de
ces indices.

Les indicateurs flavonoides mesurés, par les méthodes optiques, au niveau des
feuilles de pomme de terre augmentent avec la déficience en azote. Cette tendance
traduit 1’accumulation des composés phénoliques des feuilles en réponse a la
diminution des apports en azote. Ce lien nécessite d’étre confirmé sans équivoque et
sera étudié au chapitre 5 par des méthodes quantitatives et qualitatives permettant le
dosage et I’identification des composés phénoliques au niveau des feuilles des deux
variétés de pommes de terre considérées au niveau de ce travail de thése et recevant
des niveaux de fumures croissantes.
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Chapitre 5. Les composés phénoli_(iues en relation
avec la concentration en azote des feuilles

Le chapitre 5 a pour but d’investiguer la relation entre « accumulation des
composés phénoliques foliaires et diminution des apports en azote » pour deux
variétés de pommes de terre cultivées en plein champ.

Le quatrieme article encore a soumettre [Ben Abdallah F., Goffart JP. & Romnée
JM . Effects of nitrogen fertilization on the accumulation of phenolic compounds on
potato leaves], traite de la question de recherche 3 qui porte sur la caractérisation et
I’identification de la présence spécifique de classes de composés phénoliques et leur
estimation quantitative au niveau des feuilles des deux variétés de pommes de terre
en réponse a une déficience en azote.

Au niveau de ce chapitre, les mesures analytiques des composés phénoliques sont
également comparées aux mesures optiques de la ChlIF afin de Vérifier si
I’estimation de la concentration quantitative des composés phénoliques (en
particulier des flavonols) est possible a partir des mesures indirectes.

145






Les composés phénoliques en relation avec la concentration en azote des feuilles

1. Effects of nitrogen fertilization on the accumulation of
phenolic compounds on potato leaves

Ben Abdallah F., Goffart J.P. & Romnée J.M.

Abstract. Several studies proved the presence of an inverse relationship between
flavonoids content and nitrogen (N) levels in the leaves of different species. The
objectives of this study were 1) to confirm that N deficiency leads to the
accumulation of phenolics content in potato leaves; 2) to identify the class of
phenolic (the type of UV absorbing) compound present in potato leaves in relation to
N stress and 3) to determine if the optical non destructive chlorophyll fluorescence
(ChIF) method can be used to determine the UV absorbing flavonoids compounds in
potato leaves related to N status. Optical ChlF and analytical measurements (Dumas
for leaf N content, Folin-Ciocalteau for total leaf phenolics and Ultra-High-
Performance Liquid Chromatography for some specific phenolic compounds) were
performed on potato leaves collected from two years’ field experiments including
two cultivars and three increasing N rates. The optical flavonoid measurements
assessed by ChIF showed inverse relationship of leaf flavonoids content and N
availability. The contrasting N fertilization rates did not show a conclusive effect on
the total phenolics content of potato leaves and on the individual phenolic contents
as well. The integrative DR_375 nm parameter related to leaf flavonols content was
able to reveal a significant N effect for both cultivars confirming that N deficiency
leads to the accumulation of phenolics content. The total flavonols content measured
for Bintje as the sum of rutin, quercetin and kaempferol-3-rutinoside content showed
also an inverse relationship with N content. However, due to a cultivar differential
phenolic accumulation related to N status, the used standards for the identification of
phenolic compounds were not representative of the leaf flavonols content for
Charlotte. According to the higher correlation coefficients calculated between
DR_375 nm and optical flavonoids indices, we can conclude that the ChlF method
can be used to determine the UV absorbing compounds in potato leaves related to N
status.

Keywords. phenolic compounds, potato leaves, nitrogen.

1.1. Introduction

Phenolic compounds are secondary plant metabolites. They arise biogenetically
from two main synthetic pathways: the shikimate pathway and the acetate pathway
(Bravo, 1998). They can range from simple molecules such as phenolic acids, to
highly polymerized compounds such as tanins. The flavonoids are a large class of
phenolic compounds which include chalcones, aurones, flavonones, isoflavonoids,
flavones (e.g., apigenin, luteolin, diosmetin), flavonols (e.g., quercetin, myricetin,
kaempferol), leucoanthocyanidins, catechins, and anthocyanins (Bravo, 1998;
Croteau et al.,, 2000). The common structure of flavonoids is that of
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diphenylpropanes (C6-C3-C6) which include two aromatic rings (ring A and B)
joined with a three carbons (the C ring) that usually form an oxygenated heterocycle
(Bravo, 1998). Flavonoids exist generally as glycoside derivatives in plants and
occasionally as aglycones (Bravo, 1998).

A wide range of functions have been proposed to flavonoids in relation to biotic
and abiotic stresses (Di Ferdinando et al., 2012) including pathogen attack (Dixon
and Paiva, 1995; Henriquez et al., 2012), high solar irradiance (Agati et al., 2009),
cold stress (Christie et al., 1994) and nutrient stress (Chishaki and Horiguchi, 1997;
Stewart et al., 2001; Juszczuk et al., 2004).

Nitrogen (N) deficiency leads to the accumulation of flavonoids concentration in
different plants and organs. Several studies proved the presence of an inverse
relationship between flavonoids content and nitrogen levels in the leaves of different
species. Flavonols (quercetin, kaempferol and isorhamnetin) accumulation in the
leaves of mature tomato plants was found to increase significantly in response to N
stress (Stweart et al., 2001). Lgvdal et al. (2010) found an increase of the expression
of structural genes in the phenylpropanoid and flavonoid pathways in response to N
depletion, in agreement with a corresponding increase in flavonoid (anthocyanins
and flavonols) and caffeoyl content in tomato leaves. Except the rutin, the
concentration of flavonols decreased in potato leaves with additional N supply
(Mittelstral? et al., 2006). Lea et al. (2007) showed that N deficiency resulted in the
accumulation of anthocyanins and flavonols in Arabidopsis and enhanced transcript
levels of certain genes important for the accumulation of these compounds.

The mechanism behind the response of polyphenols to N deficiency is still
controversial (Becker et al., 2015). Different hypotheses, such as the carbon-nutrient
balance hypothesis and the growth-differentiation balance hypothesis, have been
considered in order to explain the influence of nutrient deficiency on secondary
phenolic metabolism (Caretto et al., 2015). These hypotheses state that carbon
skeletons synthesized by photosynthesis are used for growth (involving primary
metabolites) or defence (involving secondary metabolites) (Caretto et al., 2015).
Under stress, for example N stress which inhibits growth more than photosynthesis,
the extra carbon skeletons is allocated to the accumulation of carbon based
secondary compounds (Estiarte et al., 1994; Caretto et al., 2015).

The deamination of phenylalanine (precursor of flavonoids and phenolics
synthesis) could also explain the accumulation of flavonoids in limiting N
conditions. Under N depletion, the expression of phenylalanine ammonia-lyase
(PAL) increases inducing the release of ammonia from phenylalanine and enhancing
the level of available N in the plant (Olsen et al., 2009). High PAL expression is
often found in parallel with high levels of flavonoids (Lillo et al., 2008) and then
products of the deamination reaction are shunted into the flavonoids pathways
(Margna, 1997 in Solecka, 1997).

The photoprotection role of flavonoids due in part to their UV screening properties
could explain the accumulation of flavonoids in limiting N conditions. Nitrogen
deficiency disturbs photosynthesis. A malfunctioning photosystem can explain the
increasing concentrations of flavonoids to prevent the photosynthetic machinery
(Stewart et al., 2001). More generally, since various environmental stresses lead to
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excessive production of reactive oxygen species causing progressive oxidative
damage (Sharma et al., 2012), it has been postulated that flavonoids are synthesized
to effectively counter the stress-induced oxidative damage (Di Ferdinando et al.,
2012) by preventing the generation and reducing the reactive oxygen species (Agati
and Tattini 2010 ).

Winkel-Shirley (2002) suggested the flavonoid synthesis, transport and allocation
as hallmarks of an adaptive metabolism, to exert protective, antibiotic and
modulatory effects. Work on Arabidopsis thaliana revealed that flavonoids pathway
was important for better tolerance to N starvation (Peng et al., 2008)

High Performance Liquid Chromatography (HPLC) and gas chromatography, or
their combinations, with mass spectrometry are the two most commonly applied
methods to quantify phenolic compounds (Khoddami et al., 2013). These destructive
techniques require samples preparation and extraction.

The comparison of the absorbance spectra represent a good tool for the
identification of the phenolic class present in leaves (Cerovic et al. 2002). The UV
absorbing function of the epidermis, which is responsible for most of the UV
absorption of the leaf (Cartelat et al., 2005), is mainly fulfilled by hydroxycinnamic
acids and flavonoids (Cerovic et al., 2002). Hydroxycinnamic acids absorb
predominantly in the UV-B (280-315 nm) and flavonoids absorbance peaks are
often located in the UV-A range (315-400 nm) (Kolb et al., 2001; Cerovic et al.,
2002).

Non destructive methods using chlorophyll fluorescence (ChIF), case of the
Dualex device (Force-A, Orsay, France), have been developed to evaluate leaf
phenolic compounds content on the basis of the UV-absorbing properties of
epidermis (Cartelat et al., 2005). This approach is based on the comparison of the
ChIF excitation ratio measured under two excitation wavelengths, far red
fluorescence under red excitation and far red fluorescence under UV excitation. The
UV excitation is absorbed by phenolic compounds, and the red reference excitation
crosses the epidermis without being absorbed before reaching the chlorophyll in the
mesophyll. Ounis et al. (2001) showed that the logarithm of the fluorescence
excitation ratio is a quantitative measure of epidermal absorbance. The UV
absorbing properties of the epidermis in situ is of particular importance for the
determination of the content of phenolic compounds since the influence of specific
leaf structure on UV absorption and the local distribution of these compounds in
leaves are lost by the extraction procedures (Cerovic et al., 2002).

The Dulaex enables the estimation of flavonoids in general and more particularly
flavones in monocots and flavonols in dicots which are the major epidermal
phenolic absorbers at 375 nm (the used wavelength in the Dualex) (Cerovic et al.
2002).

Although plants commonly respond to low N concentration with the accumulation
of phenolic compounds, there have been a few contrasting reports (Becker et al.,
2015). For example, in chamomile plants, flavonols decreased while flavones
strongly increased in response to N deficiency (Kovacik & Klejdus, 2014). In
buckwheat, Christensen et al. (2010) reported no significant effect of the
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concentration of flavonoids with N application. Nitrogen fertilization increases the
content of anthocyanin in potato tubers (Michalska et al., 2016). In our Knowledge,
two reports (Mittelstral® et al., 2006, Jin et al. 2014) studied the effect of N
application on phenolic compounds in potato leaves. These studies were conducted
under controlled environment. Moreover the contrasting reports require confirming
that low N concentrations lead to the accumulation of phenolic compound in potato
leaves under field conditions where ambient light have an important impact on these
compounds.

The objectives of this study were 1) to confirm that N deficiency leads to the
accumulation of phenolics content in potato leaves; 2) to identify the class of
phenolic (the type of UV absorbing) compound present in potato leaves in relation to
N stress and 3) to determine if the optical non destructive ChlF method can be used
to determine the UV absorbing flavonoids compounds in potato leaves related to N
status.

1.2. Material and methods

1.2.1. Study sites

This study was part of the potato experiment conducted at the experimental site of
the Walloon Agriculture Research Center in Gembloux, Belgium in 2012 and 2013.
The experiments included two potato [Solanum tuberosum (L.)] cultivars, Charlotte
and Bintje (early and mid-early cultivars respectively) and increasing N fertiliser
rates for each cultivar (see Ben Abdallah et al. 2018 for more details). A split plot
design (the cultivar as the main-plot factor and N treatment as the subplot factor)
with four replications was used in this study.

1.2.2. Leaf sampling

Samples of leaflets from mature leaves (20 samples for 2012 and 30 samples for
2013) were collected for both cultivars at three measurement dates for 3 replications
(Table 17). The collected samples concerned the control treatment (0 kg N/ha), the
moderate treatment (100 kg N/ha) and the highest N treatment (250 kg N/ha). The
measurement dates are expressed in day after emergence (DAE) of the crop.

Table 17. Sampling dates for optical and analytical measurements.

2012 2013
Bintje Charlotte Bintje Charlotte
22/06/2012 (21) 22/06/2012 (22) 21/06/2013 (15) 21/06/2013 (17)

06/07/2012 (35) 06/07/2012 (36) 03/07/2013 (27) 03/07/2013 (29)
25/07/2012 (54) 25/07/2012 (55) 17/07/2013 (41) 17/07/2013 (43)

Numbers in parentheses indicate the day after emergence (DAE) of the crop
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1.2.3. Optical flavonoid measurements

After sampling, epidermal flavonoids were optically estimated in the laboratory
using a portable leaf-clip device, the Dualex. The instrument determines the
epidermal absorbance in the UV-A, mainly due to flavonoids (more precisely to
flavonols subclass), by comparing the ChIF signals at two different excitation
wavelengths (375 for UV and 650 nm for red) (Cartelat et al. 2005). Adaxial and
abaxial flavonoids indices (FLV_adaxial and FLV _abaxial respectively) were
measured directely by the optical device from the middle part of the leaf avoiding
the main veins. The estimated flavonoids content (FLV_total) of single leaves was
calculated as the sum of the adaxial and abaxial values.

1.2.4. Analytical methods

Sample preparation

After optical measurements, the samples were stored in a freeze. The frozen
material were lyophilized and placed under vacuum until analysis. The leaves were
then crushed in fine powder prior to the chemical analysis. Each sample represents
20 or 30 leaflet collected from one plot (respectively for 2012 and 2013) and then
average across the 3 replications for the same N level.

Total leaf nitrogen determination

The total leaf N status for each crushed sample average across the 3 replications
(300 mg to 500 mg) was determined based on the Dumas method using the TruMac®
CN analyzer (LECO France, Paris, France) and the results are expressed in % of dry
weight (DW).

Quantitative determination of total phenolic content

Crushed product for each sample (500 mg) was extracted with 2 ml of methanol
and the total phenolic compounds (TPC) were determined using Folin-Ciocalteau
with slight modifications (Slinkard & Singleton, 1977). The gallic acid was used as a
standard compound. TPC of samples was measured at 725 nm and expressed as
Gallic Acid Equivalents (GAE) in mg-g* DW. The calibration equation for gallic
acid was Y = 0.0103 X *0.0086 (R? = 0.999) where Y is the absorbance and X is the
concentration of gallic acid. All samples were analyzed in duplicates. The TPC of
samples were average across the duplicates.

Quantitative and qualitative determination of phenolic compounds

The analysis of the phenolic compounds was carried out using Ultra-High-
Performance Liquid Chromatography system (UHPLC, Acquity H-Class Bio
UPLC®, Waters SA, Zellik, Belgium), coupled to a diode array detector (DAD,
Acquity UPLC® DA eA Detector , Waters SA, Zellik, Belgium) from 200 nm to 500
nm. The method of standard addition was used as previous results have shown a
compound-dependent analysis (non-published results).

Some phenolic compounds studied in the literature in relation of N fertilization
were identified and purchased. The following compounds were purchased from
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Sigma: cryptochlorogenic acid, neochlorogenic acid, coumaric acid, rutin and
quercetin. The kaempferol-3-rutinoside was purchased from Extrasynthése SAS,
Genay, France.

One gram of the crushed dried sample was extracted with 10 ml of methanol. The
phenolic compounds were separated on a C18 Column (Acquity C18 BEH 1.7 um,
2.1 mm X 100 mm, Waters SA, Zellik, Belgium) using a mobile phase composed of
a mixture of water and methanol (Table 18).

Table 18. The gradient profile of the mobile phase.

Flow Solvent A (%) — Water  Solvent B (%) — MeOH
T=0 400 pL-min* 95 5
T=15minutes 400 pL-min* 5 95
T =15.30 minutes 400 pL-min? 95
T =16.30 minutes 400 pL-min? 95

Data were analyzed using the Empower 11 software (Waters SA, Zellik, Belgium).
Phenolic compounds were identified based on the retention time and their UV
spectrum, obtained with the injection of the standards (Table 19). The concentration
of individual phenolic compounds was calculated from the measured surfaces on
chromatograms extracted at a specific wavelength for each compound. The
concentration of total flavonols was calculated as the sum of rutin, quercetin and
kaempferol-3-rutinoside.

As absorptions at 370 nm (Shmidt et al., 2010; Tipkanon et al., 2011) and 375 nm
(which is the used wavelength of the Dualex device) (Cerovic et al., 2002) was used
for quantifying flavonols, the intensity of the detector’s response was measured at
375 nm as DR_375 nm (in a.u.). This parameter was calculated as the sum of peak
heights extracted from standardized chromatogram at 375 nm. A similar approach
was used by Lefebvre et al. (2016) which considered the sum of peak areas
integrated at 354 nm (using liquid chromatography) to estimate total flavonoids
content. Considering that the DR_375 nm is a reasonable approximation of leaf
flavonols content, this parameter was calculated in order to assess the N effect on the
accumulation of leaves flavonols and to evaluate the performance of the optical
ChIF measurement to estimate the flavonols fraction as a whole.
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Table 19. Characteristics

of the purchased phenolic compounds and

their

chromatographic parameters (retention time and UV spectra) determined by UHPLC-

DAD.
Compound Formula Retention UV spectra Analytical A
time (min) (200 — 500 nm) (nm)
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1.2.5. Data analysis

The statistical analysis was performed with the SAS software package (SAS 9.4).
The studied indices were subjected to analysis of variance (ANOVA, proc gim) in
order to study the effect of N on both optical flavonoid measurements (FLV_adaxial,
FLV abaxial and FLV _total) and analytical measurements (measured by Dumas for
leaf N content, by Folin cicoleteau for TPC and by UHPLC-DAD for some specific
phenolic compounds, total flavonols and DR_375 nm). The analytical measurements
were studied for each year (including both cultivar and samplings dates as a whole).
The optical flavonoid measurements were studied for each sampling date and for
each cultivar. The Pearson correlation coefficients between leaf N content and leaf
phenolic compounds were investigated using SAS in order to assess the relationship
with N status. The relationship between optical and analytical flavonoids
measurements was also investigated in order to confirm the precision of the ChlF
measurements.

1.3.Results and discussion

1.3.1. Effect of nitrogen rates on analytical measurements

Effect of nitrogen rates on total leaf nitrogen content

The leaf N content measured for the two experimental years (including both
cultivars and sampling dates) increased satistically from the control treatment to the
highest N treatment (Figure 22). The difference between the control treatment (0 kg
N/ha), the moderate level of N (100 kg N/ha) and the highest N treatment (250 kg
N/ha) confirmed that the applied N rates in this study lead to different leaf nitrogen
contents.

Leaf N 7 b p R
content o _ I
(% DW) cC ¢
. |
m 2012
4 -
2013
3 -
2 A . . .
0 100 250

N rates (kg.ha't)

Figure 22. Mean values of leaf N content (% of Dry Weight) average for each year over
cultivars and sampling dates and measured based on the Dumas method as a function of
nitrogen rates. For each year, values with different letters are significantly different at 0.05
level. The vertical bars represent the standard deviations.
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Effect of nitrogen rates on total leaf phenolic content measured using Folin-
Ciocalteau method

In contrast to 2012 trial, the TPC in potato leaves measured in 2013 revealed
significant decrease from the 0 kg N/ha treatment to the 250 kg N/ha treatment
(Figure 23). As pointed out by Stefanelli et al. (2010), increasing N fertilizer rates
causes a decrease in the leaf content of phenolic compounds in most cases. This is in
accordance with the accumulation of leaf phenolic compounds with N deficiency
described for peppers (Estiarte et al., 1994), tomato (Bongue-Bartelsman and
Phillips, 1995) and potato (Jin et al., 2014).
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Figure 23. Mean values of leaf total phenolics content (average for each year over cultivars and
sampling dates) measured using Folin-Ciocalteau method. Within each experimental year,
nitrogen treatments with the same letter are not significantly different at 0.05 level. The vertical
bars represent the standard deviations.

Effect of nitrogen rates on leaf phenolic compounds content measured by
liquid chromatography (UHPLC)

Within the flavonoids class (more precisely the subclass of flavonols), rutin was
the most abundant compound compared to quercetin and kaempferol-3-rutinoside
(Table 20). Taking into account phenolic acids, cryptochlorogenic acid was the most
abundant compound found in potato leaves particularly for 2012 trial.

Lewis (1996) identified in leaves of potato cultivars quercetin-glycoside 2a,
quercetin-glycoside 2b and rutin, as the major flavonols and chlorogenic acid as the
major phenolic acid.

Surprisingly, taking into account the concentrations of individual phenolic
compounds or total flavonols, no significant effect of N rates were detected for both
experimental years (Table 20). Althought not statistically significant, total flavonols
(calculated as the sum of rutin, quercetin and kaempferol-3-rutinoside) increased
from the highest to the lowest N rate. Similar findings in aerial parts of tartary and
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normal buckwheat, revealed no significant effect on the concentration of flavonoids
between low and high levels of N. Nitrogen fertilization rates did not show a
conclusive effect on the concentration of phenolic acids as well (Christensen et al.,
2010).

Table 20. Effect of nitrogen rates on leaf phenolic content measured by UHPLC method for
each experimental year.

Year 2012 2013
N rates (kg ha*) 0 100 250 0 100 250
Neochlorogenic acid 0.622 0.65? 0.32 0.25%  1.46%* 0.932
Cryptochlorogenic acid 2.2° 2.72%  2.88% 0.97° 191 0.23?

Coumaric acid 0.042 0.642  0.022 0.07@ 0.022  0.02°
Rutin 0.49+ 0.372  0.33? 0.35¢ 0.31* 0.36°
Quercetin 0.112 0.11*  0.082 0.28¢ 0.05% 0.07®
Kaempferol-3-rutinoside  0.112 0.092  0.08? 0.16° 0.072 0.11°
Total flavonols 0.71% 0.51%  0.49? 0.79¢@ 0.432 0.48°
DR_375nm 102.61% 67.06° 36.28° 164.71* 73.23° 45.03°

Analytical phenolics measurements (in mg.g ** of DW, using UHPLC) average over sampling dates and
cultivars for each experimental year, total flavonols (calculated as the sum of rutin, quercetin and
kaempferol-3-rutinoside) and DR_375nm calculated as the sum of peak heights extracted from
standardized chromatogram at 375 nm. Within each experimental year, nitrogen treatments with the
same letter are not significantly different at 0.05 level (Student-Newman-Keuls method).

Mittelstral? et al. (2006) reported a significant decrease of the concentration of
chlorogenic acids and most flavonols in potato leaves with additional N supply.
Only the flavonols rutin was not affected by N application (MittelstraR et al., 2006).
A higher accumulation of total phenolic and flavonoid compounds determined in
potato leaves was also observed for the lowest N rate compared to the other tested N
rates (Jin et al., 2014). These results were reported for controlled environments in
contrast to the changing environment field conditions conducted in this study. As
stated by Sytar et al. (2018), the cultivation of plant in green house vs. field
conditions produces different reaction in term of phenolic accumulation. The
comparison of the effects of UV radiation and temperature in indoor vs. outdoor
conditions indicated that the level of UV radiation plays a dominant role in the
accumulation of some phenolic compounds such as flavonoids; while temperature
predominantly influences the accumulation of other compounds (phenolic acids)
(Sytar et al. 2018). Thus the absence of statistical difference of leaf phenolic content
to N fertilization could reflects different trends of the accumulation of the measured
phenolic compounds in response of environmental confounding factors.
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The reason of the absence of statistical significant difference of leaf phenolics
content to N fertilization observed in our study (Table 20) could also be related to
the high variance between sampling dates. Since the used samples for analytical
phenolic measurements were average per experimental year for both cultivars for the
3 replications of the same N variants, it was not possible to test the statistical
difference among N rates for each sampling dates and cultivar.

Another explanation is that we focused in this study on some major phenolic
compounds reported in the literature in relation to N fertilization, but it may be
possible that the contribution of other phenolic compounds is important regarding
their responses to N limitation. In our study, we limited the identification to three
compounds in the class of flavonols (rutin, quercetin and kaempferol-3-rutinoside)
and to three compounds in the class of phenolic acids (neochlorogenic acid,
cryptochlorogenic acid and coumaric acid) and as pointed by Lewis (1996) besides
the major identified flavonols other compounds such as the flavan-3-ols (catechine,
epicathechine), or quercetin-3-galactoside or quercetin-3-glucoside were found in
potato leaves. The used standards in our study may not be representative for the
estimation of the content of total flavonols as great diversity of flavonoids due to
different hydroxylation and glycosylation positions was reported. Since different
isomers of flavonols exist, depending on the glycosylation site, the sequence, and the
interglycosidic linkages of the glycan portion, it’s difficult to identify structurally
similar compounds by the used UHPLC method.

Among the UHPLC measurements, only the DR_375 nm (related to leaf flavonols
content) was able to reveal a significant N effect between the three studied N rates
on 2012 and between the two contrasting N rates on 2013 (Table 20). As N rates
decreased, the DR_375 nm increased. This general tendency was also observed for
each sampling date (Figure 24).

The accumulation of the compounds absorbing at 375 nm appears at early stages
of the gowth cycle; at 22/06 for 2012 (corresponding to 21 and 22 DAE respectively
for Bintje and Charlotte) and 21/06 for 2013 (corresponding to 15 and 17 DAE
respectively for Bintje ancd Charlotte) (Figure 24). As growth progess, a huge
increase of the DR_375 nm was recorded (Figure 24).

1.3.2. Effect of nitrogen rates on optical flavonoids measurements

The flavonoid index measured by the Dualex at the adaxial side (FLV _adaxial)
showed higher values than the flavonoid index measured at the abaxial side
(FLV_abaxial). A larger proportion of flavonoids was found in the adaxial epidermis
than the abaxial epidermis (Cerovic et al., 2002, Agati et al., 2009). The adaxial side
versus abaxial side measured by the chlorophyll fluorescence screening method was
shown as sufficient to identify the UV absorbing compounds of the leaves (Cerovic
et al., 2002; Cartelat et al., 2005).

In general the optical flavonoids indices decreased from the 250 kg N/ha treatment
to the 0 kg N/ha treatment (Table 21). The observed tendency was in general
statistically significant between the two contrasting N rates. For some sampling
dates, the optical flavonoids indices enabled to distinguish between the three tested
N rates (Table 21). Including both cultivars and sampling dates, optical flavonoids
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indices were able to reveal significant N effect among the three tested N rates
(except FLV _abaxial in 2012) (Annex 2). This inverse relationship of leaf
flavonoids content and nitrogen availability is in accordance with previous reported
results (Cartelat et al., 2005; Agati et al., 2013, Ben Abdallah et al., 2018).

The optical flavonoids indices (except FLV _abaxial and FLV_total for Bintje at
21/06/2013) were able to detect N deficiency at early growth stages (at 21 and 22
DAE respectively for Bintje and Charlotte in 2012 and at 15 and 17 DAE
respectively for Bintje and Charlotte in 2013). This early response to N doses is also
confirmed by the DR_375 nm relating the accumultation of flavonols content at
early stages. The earliness of response of flavonoids confirmed the previous results
of Ben Abdallah et al. (2018) describing the UV-induced ChIF (related to the
accumulation of phenolics content) as an early spectral signature to detect nitrogen
deficiency compared to detections based on changes in reflectance or transmittance.
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Figure 24. Response of the DR_375 nm measured by UHPLC-DAD on nitrogen rates studied
per date and per cultivar for 2012 (A) and 2013 (B) trials.
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Table 21. The effect of N fertiliser rates on optical flavonoids indices measured by the
Dualex (Force-A, Orsay, France).

Cultivar Dates N rates FLV abaxial FLV adaxial FLV_total
0 0.3? 0.95° 1.25%

22/06/2012 100 0.18° 0.77° 0.95P
250 0.16° 0.69¢ 0.86"

0 0.46° 1.148 1.58

6/07/2012 199 0.37° 0.96° 1.34b
250 0.3¢ 0.87" 1.16°¢

0 0.58° 1.47° 2.06?

25/07/2012 100 0.552 1.362 1.9
Bintje 250 0.442 1.142 1582
0 0.31° 0.872 1.172

21/06/2013 100 0.212 0.66° 0.882
250 0.212 0.64° 0.85¢

0 0.512 1.23 1.742

3/07/2013 100 0.36b 1.01° 1.380
250 0.3 0.9¢ 1.22¢

0 0.76° 1,592 2.35°

17/07/2013 109 0.612 1.28b 1.87°
250 0.5 1.08° 1.58°

0 0.42 1.042 1.442

22/06/2012 100 0.25b 0.78" 1.03
250 0.24° 0.71¢ 0.95¢

0 0.49° 1172 1.66°

6/07/2012 100 0.42b 0.982P 1.38ab
250 0.31° 0.85° 1.15°

0 0.58° 1.412 1.99?

25/07/2012 100 0.542 1.258b 1.792b
Charlotte 250 0.46° 1.11° 1.58°
0 0.43¢ 1.072 1.5

21/06/2013 100 0.28P 0.75° 1.03°
250 0.27° 0.72b 1°

0 0.53¢ 1.17° 1.69°

3/07/2013 109 0.34b 0.92b 1.26°
250 0.29¢ 0.77¢ 1.08°¢

0 0.73¢ 1.78 2.45°

17/07/2013  1q9 0.6" 1.28° 1.88°
250 0.49" 1.11° 1.6°

Optical flavonoids indices: FLV_adaxial: leaf adaxial measurements, FLV _abaxial: leaf abaxial
measurements and FLV_total: sum of FLV_adaxial and FLV_abaxial within each year and cultivar, N
treatments with the same letter are not significantly different at 0.05 level (Student-Newman-Keuls
method).
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1.3.3. Relation between leaf N content and leaf phenolic compounds

The responses of leaf phenolic compounds (measured by analytical or optical
methods) to leaf N content are presented in Table 22. Among the analytical
parameters, significant relationships with leaf N content were obtained only for
DR_375 nm, TPC (for Charlotte) and total flavonols (for Bintje) (Table 22). The
negative coefficients of these relationships confirmed the general observed trends of
increasing leaf phenolic compounds with the decrease of N content (Figure 17,
Table 21). As shown by the statistical good correlations (coefficient equal to - 0.74)
obtained for each cultivars among the two experimental years, the leaf N content
was better explained by DR_375 nm than the other analytical parameters (Table 22).

The negative significant correlations obtained between optical flavonoids
parameters and leaf N content (across sampling dates and for both cultivars as a
whole) confirm the reported opposite dependence of flavonoid based indices to N
status (Table 22) supporting thus the precision of the used device to evaluate the
crop N status. Ben Abdallah et al. (2018) showed very highly significant correlations
between the FLV_adaxial with both plant biomass N content and shoot biomass N
content. Based on the leaf N content, higher correlations were obtained with
FLV total and FLV_adaxial than with FLV_abaxial. The leaf N content is better
correlated to FLV_adaxial than FLV_abaxial. The highly correlated coefficient of
FLV_adaxial with leaf N content supported that the optical measurements of ChlF of
only one side of the leaves (adaxial side) enabled an accurate estimation of the leaf
N status.
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Table 22. Pearson correlation coefficients obtained between leaf N content and both
analytical and optical parameters of leaf phenolics compounds for potato cultivar Bintje
and Charlotte across the two experimental years.

Leaf N content
Used method Parameters Bintje Charlotte
Folin-Ciocalteau TPC -0.13* ns® 18° -0.48 * 18
Neochlorogenic acid -01 ns 18 02 ns 17
Cryptochlorogenic acid 0.22 ns 18 0.29 ns 18

Coumaric acid -035 ns 18 0.23 ns 18

Rutin -0.34 ns 17 0.05 ns 17

UHPLC Quercetin -0.44 ns 18 -0.05 ns 18
Kaempferol-3-rutinoside -0.25 ns 18 0.06 ns 18

Total flavonols -056 * 18 -0.03 ns 18

TPC_UHPLC 003 ns 18 039 ns 18

DR_375nm -0.74 *** 18 -0.74 *** 18

FLV_abaxial -0.8 *** 18 -0.91 *** 18

Dualex FLV_adaxial -0.9 *** 18 -0.92 *** 18
FLV_total -0.87 *** 18 -0.92 *** 18

@Pearson correlation coefficient obtained for each cultivar across the two experimental years ;

b * % indicate statistical significance correlation at P <0.05, and P < 0.001 respectively and ns
indicates no significance correlation at P>0.05;

¢ number of used data;

Leaf N content expressed in % of Dry Weight measured by Dumas method; TPC: total phenolic
content expressed in mg GAE .g ! of DW; neochlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, coumaric acid,
rutin, quercetin and kaempferol-3-rutinoside are phenolic compounds expressed in mg.g X of DW; total
flavonols calculated as the sum of rutin, quercetin and kaempferol-3-rutinoside; DR_375nm measured
as the intensity of the detector’s response from standardized chromatogram at 375 nm; optical
flavonoids indices: FLV_ adaxial: adaxial measurements, FLV _abaxial: abaxial measurements and
FLV_total: sum of FLV_adaxial and FLV_abaxial.

1.3.4. Relation between optical and analytical flavonoid measurements
Table 23 showed that the quercetin for Bintje was better correlated to optical
flavonoid measurements than the other individual phenolic contents. The
Kaempferol-3-rutinoside was also statistically correlated with FLV_abaxial for
Bintje. Taking into account the total flavonols quantified for Bintje, the relationships
with optical flavonoid measurements were quite higher than those obtained with the
guercetin flavonols subclass alone. Considering the correlations with optical
flavonoid measurements (Table 23) and those obtained with leaf N content (Table
22), the total flavonols measured for Bintje as the sum of rutin, quercetin and
kaempferol-3-rutinoside content is related to flavonoids compound measured by the
Dualex and to leaf N status.
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Table 23. Pearson correlation coefficients obtained between optical and analytical
flavonoids measurements.

FLV_abaxial FLV_adaxial FLV _total

Rutin 0.29% ng° 17¢ 034 ns 17 033 ns 17

Quercetin 059 ** 18 0.55 * 18 0.57 * 18

j*qcf Kaempferol-3- 49« 18 04 ns 18 044 ns 18
el rutinoside

Total flavonols 0.67 ** 18 066 ** 18 0.67 ** 18

DR_375nm 0.9 F** 18 0.89 *** 18 09 *** 18

Rutin 0.03 ns 17 0 ns 17 0.02 ns 17

@ Quercetin 0.23 ns 18 024 ns 18 024 ns 18

Tg Kﬁmggf 015 ns 18 016 ns 18 016 ns 18

© Total flavonols 0.13 ns 18 012 ns 18 0.13 ns 18

DR_375nm 0.78  *** 18 0.85 *** 18 0.83 *** 18

@Pearson correlation coefficient obtained for each cultivar across the two experimental years;

bk and *** indicate statistical significance correlation at P <0.05, P < 0.01, and P < 0.001
respectively. ns indicates no significance correlation at P>0.05.

¢ number of used data ; optical flavonoids indices measured by the Dualex: FLV_adaxial: adaxial
measurements, FLV _abaxial: abaxial measurements and FLV_total: sum of FLV_adaxial and
FLV_abaxial; analytical flavonoids measurements using UHPLC liquid chromatography: rutin,
quercetin, kaempferol-3-rutinoside, total flavonoids (calculated as the sum of rutin, quercetin and
kaempferol-3-rutinoside) and DR_375 nm calculated as the sum of peak heights extracted from
standardized chromatogram at 375 nm.

In contrast, the individual leaf compounds and the total flavonols measured for
Charlotte were not correlated with optical flavonoid measurements (Table 23).
These different responses of cultivars could reflect differential flavonoid
accumultaion in potato leaves under N defciency. This is supported by the abscence
of correlation between total flavonols and leaf N content obtained for Charlotte Vs.
the moderate correlation (r=0.56) obtained for Bintje (Table 22).

Good correlations were obtained between optical flavonoid measurements and the
DR_375 nm (Table 23). As stated earlier, the DR_375 nm provides a mix of signals
representing all the absorbing compounds at 375 nm, mainly flavonol compounds
which are the major epidermal phenolic absorbers estimated by the Dualex
fluorimeter.

As the DR_375 nm measured for both cultivars reflects better the optical
flavonoids parameters (Table 23) and leaf N status (Table 22) than the quantified
individual or total flavonols, we could confirm the assumption stating that some leaf
flavonols measured by the Dualex and in relation with the crop N status were not
identified in this study by the standards used for the UHPLC analysis. This was

162



Les composés phénoliques en relation avec la concentration en azote des feuilles

especially the case for the cultivar Charlotte for which poor correlations were
obtained between total flavonols and both leaf N content (Table 22) and optical
flavonoids parameters (Table 23). For Bintje, even if the sum of rutin, quercetin and
kaempferol-3-rutinoside content is representative of flavonoids compound measured
by the Dualex, other compounds in relation to the leaf N status and measured at 375
nm are accumulated in potato leaves.

The good obtained correlation (Table 23) between Dualex measurements (which
determines the content of flavonoids located in the leaf epidermis) and the DR_375
nm (which is an estimate of flavonols content in the whole leaf extracts) supports
that, even if flavonoids, are also detected in mesophyll cells to ensure roles such as
antioxidant activities (Agati and Tattini 2010), they are mainly located in leaf
epidermis (Cerovic et al., 2002).

1.4, Conclusion

The results obtained in the present study indicate that the studied N fertilizers
affected the leaf N content of both potato cultivars. The optical flavonoids indices
measured by the Dualex showed inverse relationship of leaf flavonoids content and
N availability in accordance with previous reported results.

The contrasting N fertilization rates did not show a conclusive effect on the total
phenolics content of potato leaves and on the contents of the individual selected
phenolic compounds as well. Among the UHPLC measurements, only the DR_375
nm (related to leaf flavonols content) was able to reveal a significant N effect. As N
rates decreased, the DR_375 nm increased.

The absence of statistical significance of most of the analytical parameters
measured by UHPLC was allocated, firstly, to the high variability at the temporal
scale observed between sampling dates. Secondly, the used standards for the
identification and quantification of phenolic compounds were not representative for
the estimation of the concentration of leaf phenolic compounds and more
specifically of flavonols subclass particularly for the cultivar Charlotte. For the
cultivar Bintje, the total flavonols content measured as the sum of rutin, quercetin
and kaempferol-3-rutinoside content showed an inverse relationship with N content
confirming that N deficiency leads to the accumulation of flavonols content.
However, as DR_375 nm and optical flavonoids parameters reflect better the leaf N
status than the total flavonols content, we could confirm the assumption stating that
other compounds not identified in this study in relation to the leaf N status and
measured at 375 nm are accumulated in potato leaves. In contrast to Bintje, the sum
of rutin, quercetin and kaempferol-3-rutinoside content for Charlotte were neither
correlated to leaf N content nor to optical flavonoid measurements. However, as for
Bintje, the measured DR_375 nm for Charlotte and related to flavonols compounds
is well correlated to leaf N content. Thus, the cultivar had a differential phenolic
accumulation and more precisely flavonols variations related to N status.

Considering that the mixed signal of DR_375 nm represents a reasonable
estimation of UV absorbing compounds (mainly flavonols compounds) and
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according to the higher correlation coefficients calculated between DR_375 nm and
optical flavonoids indices measured by Dualex, we can conclude that this ChIF
method can be used to determine the UV absorbing compounds in potato leaves
related to N status.
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1.5.Annex 2

Table 24.Tested N factors on the optical flavonoids indices average on cultivars and
sampling dates and studied for each experimental year.

Tested N factor

2012 2013

Pr Fvalue 0 100 250 Pr Fvalue 0 100 250

FLV_abaxial *** 36.02 0.47% 0.38" 0.32¢ *** 3934 0.55* 04> 0.34°

FLV_adaxial *** 7128 128 1.02® 0.9° ** 411 127% 098" 0.87°

FLV_total *** 61.19 1.66% 1.4° 1.21°¢ *** 4486 1.82° 138> 1.22¢

Analysis of variance of nitrogen (N) effect on the optical flavonoids indices for 2012 and 2013 trials.
The (Pr) represents the probability expressed in *** and represents statistical significance at P <
0.001and F represents statistical value.
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2. Lien avec le chapitre précédent

Le chapitre 5 confirme que la relation inverse, étudiée au niveau du chapitre 4,
entre les indicateurs flavonoides (mesurés par les fluorimétres) et le statut azoté de la
biomasse aérienne traduit une augmentation de la concentration en composés
phénoliques foliaires, les flavonols, en réponse a la diminution de la concentration
en azote au niveau des feuilles de pomme de terre mesurée pour les deux variétés
testées (Bintje et Charlotte).

La sous-classe des flavonols, identifiée pour Bintje comme composée de la rutine,
de la quercétine et du kaempférol-3-rutinoside et en lien avec la teneur en azote
foliaire, est représentatif des indicateurs flavonoides mesurés par le fluorimétre
Dualex. Cependant, pour la variété Charlotte, les indicateurs flavonoides mesurés
par le Dualex ne sont pas reliées a la sous-classe des flavonols identifiée par les
standards utilisés. Ceci suggére un effet variétal 1ié¢ a I’accumulation de composés
flavonols spécifiques en relation avec le statut azoté de la culture.

Les hautes corrélations obtenues entre le parametre analytique, DR_375 nm
(estimant la totalité des flavonols foliaires), et les mesures indirectes de ChlF
(fournies par le Dualex), aussi bien en prenant en compte la mesure de la face
supérieure de la feuille que les mesures intégrant les deux faces, permettent de
conclure que la mesure optique de ChlF acquise au niveau de la face supérieure est
représentative du contenu foliaire en flavonols et qui sont en lien avec le statut azoté
de la culture. Cet aspect permet de confirmer le critére de justesse des mesures de la
ChlIF, étudié au niveau du chapitre 4, pour I’évaluation du statut azoté de la culture.

Les mesures optiques, étudiées au niveau du chapitre 4 et liées aux indicateurs
flavonoides, permettent la détection précoce de la déficience en azote (mesurée entre
7 et 25 jours aprés émergence de la culture). Cette réponse précoce est également
observée, au niveau du chapitre 5, par le paramétre DR_375 nm qui confirme que la
déficience en azote induit une accumulation des flavonols a un stade avancé de la
croissance de la culture (mesurée entre 2 & 3 semaines apres émergence de la
culture).
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Chapitre 6. Synthese générale, conclusion et
perspectives

1. Synthése générale

Grace a nos travaux, nous avons prouvé que 1’utilisation de la ChIF fournit une
signature prometteuse qui exploite les caractéristiques structurelles de 1’épiderme et
du mésophylle en vue de I’estimation indirecte de composés phénoliques foliaires
pour 1’évaluation du statut azoté de la culture de pomme de terre.

La revue bibliographique ayant déja repris les avantages et les inconvénients de
deux approches de ChlF, nous ne présentons ici que nos considérations personnelles
tirées de nos travaux de recherche et basées sur 1’approche spectrale de la ChlF
mesurée par les fluorimétres Dualex et Multiplex dans le cadre du suivi du statut
azoté de la culture de pomme de terre en plein champ.

Un élément indispensable a notre recherche a été de pouvoir disposer d’une
référence en matiére d’évaluation du statut azoté de la culture spécifiquement pour
la culture de pomme de terre permettant d’une part de définir I’optimum azoté de la
culture pour maximiser le rendement en tubercules et d’autre part de valider que les
mesures de ChlF peuvent étre utilisées comme des « proxies » du statut azoté de la
culture de pomme de terre.

- Courbe critique de dilution de I’azote en Belgique pour la culture de
pomme de terre

La méthode de référence en matiére d’évaluation du statut azoté de la culture est
basée sur 1’analyse invasive de la plante entiere et permet, au départ de la courbe
critique de dilution de 1’azote, de calculer I’INN. La courbe critique de dilution de
I’azote correspond a la teneur minimale en azote requise pour une croissance
maximale de la biomasse tout au long de la période de culture.

En I’absence de référence pour la culture de pomme de terre en Belgique, nous
avons établi et validé, au niveau du chapitre 3, sur base des données pluriannuelles
et multilocales en Wallonie collectées entre 1997 et 2014 en cours de saison et
recevant des doses croissantes de fumure azotée, 1’équation de la courbe de dilution
de 1’azote pour la variété Bintje (Nc (%) = 5,37 W% W : matiére séche totale
produite en t.hal). Notre courbe critique de dilution de I’azote différe de celle
établie en France par Duchenne et al. (1997) et qui est habituellement utilisée pour
nos conditions. La courbe de Greenwood et al. (1990), établie pour les variétés
Voran et Eigenheimer en Ecosse et aux Pays-Bas, présente des parametres
similaires a notre courbe critique de dilution de 1’azote.
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Nous avons également établi une courbe critique de dilution de ’azote pour
Charlotte, sur base d’un nombre plus limité de données que pour Bintje. La courbe
établie pour Bintje differe de celle obtenue pour la variété Charlotte dans les
conditions belges (Wallonie). La différence variétale observée entre les deux
courbes critiques est sans doute liée au cycle de croissance (dites déterminée pour la
variété Charlotte et indéterminée pour la variété Bintje) et a la précocité de la variété
Charlotte (plus précoce que la variété Bintje). Ces facteurs déterminent la production
maximale de matiere seche et donc une dilution différenciée de l'azote dans la
biomasse végétale. En 1’absence de données suffisantes pour la variété Charlotte,
seule la courbe de dilution de 1’azote pour la variété Bintje a été considérée comme
une référence en Belgique pour notre travail. Des données supplémentaires sont
nécessaires pour augmenter la robustesse et vérifier la validation de la courbe
critique de dilution de 1’azote pour la variété Charlotte.

L’INN, dérivant de la courbe Nc pour Bintje, a permis d’identifier de maniére
adéquate les situations limitantes et non limitantes en azote permettant ainsi
d’évaluer le statut azoté de la culture de pomme de terre. La relation entre le
rendement relatif (calculé comme le rapport entre le rendement en tubercules obtenu
pour un niveau de fumure donnée et le rendement le plus élevé obtenu parmi tous les
niveaux de fumure testés) et 'INN (mesuré entre 20 et 55 jours apres émergence,
JAE) est exprimée par une courbe quadratique plateau. Cette relation confirme la
pertinence de I’INN pour prédire le rendement atteignable en valeur relative par
rapport au rendement maximum observé dans plusieurs situations. Il est donc
Iégitime d’affirmer que I’estimation du statut azoté de la biomasse entre 20 et 55
JAE permet d’ajuster la fertilisation azotée de la culture en cours de saison pour
rencontrer 1’objectif final a la récolte qui est d’atteindre un rendement maximum
espéré. La relation entre le rendement relatif et 'INN a permis de déterminer
I’optimum de nutrition azotée pour la culture de pomme de terre dans les conditions
belges, caractérisé par un INN autour de 1,16 sur base du type de relation choisie
(approche linéaire-plateau).

Cependant, 1’établissement de I’'INN nécessite un échantillonnage invasif des
plantes et I’analyse chronophage de la teneur en azote au niveau de la biomasse qui
limite ’application de cette méthode dans le cadre pratique d’une gestion de la
fertilisation azotée en cours de saison. Ainsi, au lieu de miser sur la mesure invasive
a I’échelle de la plante entiére, nous avons exploité les propriétés de ChIF a I’échelle
foliaire comme méthode indirecte compatible avec une évaluation rapide en cours de
saison du statut azoté de la culture.

La méthode de référence, établie pour nos conditions, a servi dans la suite du
travail de cette these a vérifier la justesse des méthodes de ChIF pour I’évaluation du
statut azoté de la culture.

L’originalité de cette étude repose sur ’approche constitutive de la ChlF qui,
contrairement a 1’approche classiquement abordée par la majorité des études, repose
sur ’estimation des indicateurs foliaires plutdt que sur ’estimation de D’activité
photosynthétique de la plante. Contrairement aux signatures spectrales usuellement
utilisées pour 1’évaluation du statut azoté et qui se réfere a 1’estimation de la teneur
en chlorophylle des feuilles par des approches reliées a la réflectance ou a la
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transmittance, nos travaux reposent sur les mesures de ChlF liées a ’estimation de la
teneur en composés phénoliques des feuilles (les flavonoides de facon générale et la
sous-classe des flavonols en particulier en relation avec la longueur d’onde
d’excitation utilisée par les fluorimetres).

- Potentialités offertes par la fluorescence chlorophyllienne

Par la comparaison des mesures optiques non invasives réalisées sur le feuillage en
cours de saison avec les fluorimetres Dualex et Multiplex (Force-A, Orsay, France),
un radiométre (Cropscan, Cropscan Inc, Rochester, USA) et un chlorophyllométre
(HNT Hydro N-Tester, Yara, Oslo, Norway), les potentialités de la ChIF liées a
I’estimation de la teneur en flavonoides des feuilles ont été étudiées durant trois
années d’expérimentation, au niveau du chapitre 4, pour évaluer le statut azoté de
deux variétés de pommes de terre cultivées en plein champ et recevant des doses
croissantes de fumure azotée. Nous avons montré que la prise en considération de la
teneur en flavonoides des feuilles, mesurée par le rapport de ChlF dans le proche
infrarouge excitée sous deux longueurs d’onde, est particuliérement intéressante
dans le cadre de I’évaluation du statut azoté de la culture de pomme de terre. Les
indicateurs combinant la teneur en flavonoides a la teneur en chlorophylle des
feuilles répondent positivement aux criteres investigués (sensibilité, précocité de
détection et exactitude) et sont les plus pertinents pour 1’évaluation du statut azoté de
la culture comparativement aux indicateurs considérant uniquement la chlorophylle
ou les flavonoides.

Sensibilité

Nous avons prouvé la sensibilité de réponse des indicateurs basés sur 1’estimation
de la teneur en flavonoides des feuilles et particulierement des indicateurs
flavonoides couplés aux indicateurs chlorophylle pour 1’évaluation du statut azoté de
la culture.

Ces indicateurs foliaires, seuls ou combinés, permettent la discrimination entre les
niveaux d'azote testés pour I’ensemble des dates de mesures et montrent un effet
significatif du facteur azote pour chaque date de mesure étudiée séparément. A partir
du calcul du rapport de sensibilité qui permet d'évaluer des statuts tres contrastés en
azote, nous avons classé les indicateurs combinant flavonoides et chlorophylle
comme les indicateurs les plus sensibles au facteur azote. La prise en compte de la
chlorophylle et des flavonoides améliore la sensibilité vis-a-vis du statut azoté de la
culture comparativement aux indicateurs liés uniquement & la teneur en chlorophylle
et mesurés par réflectance (cas du Cropscan) ou transmittance (cas du Hydro-N
tester). En effet, la réaction inverse de la chlorophylle et des flavonoides, vis-a-vis
du statut azoté, accroit la discrimination entre les traitements azotés (Cerovic et al.,
2012 ; Agati et al., 2013).
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Précocité de détection

L’approche spectrale de la ChlF, relative a 1’accumulation des flavonoides au
niveau des feuilles de pommes de terre et mesurée par les fluorimeétres portables, est
une signature précoce (réponse observée entre 7 et 25 JAE de la culture) permettant
la détection d’une carence en azote de la plante plus rapide que les détections basées
sur les changements de réflectance ou de transmittance liés uniquement a la
diminution de la concentration en chlorophylle des feuilles. A partir des données
analytiques de chromatographie liquide (présentées au niveau du chapitre 5), le
parametre DR_375 nm mesuré entre 2 a 3 semaines apres émergence de la culture et
relié a la teneur en flavonols foliaires, confirme que cette réponse précoce estimée
indirectement par les fluorimétres portables est bien liée a une accumulation des
flavonols au niveau des feuilles carencées en azote. Cette précocité de réponse de la
ChIF pour la détection du statut azoté de la plante a également été observée pour le
mais (Samson et al., 2000; Longchamps et al. 2014). Pour la pomme de terre, la
détection d’une déficience en azote apparait, logiquement, entre 2 a 3 semaines
aprés émergence de la culture puisque la plante en début de développement vit des
réserves du tubercule mére. Cependant, 1’accumulation précoce des flavonoides
particulierement aux alentours de 7 JAE de la culture pourrait étre liée a une
perception de la déficience du sol en azote par le systéeme radiculaire encore peu
développé et qui serait a ’origine de la réponse de la plante au stress azoté et a une
augmentation de I'expression de génes de biosynthése des flavonoides.

Exactitude de la mesure

En termes d’exactitude des indicateurs mesurés par les différents outils optiques
testés au niveau de nos travaux, nous avons démontré que les indicateurs
flavonoides, couplés ou non aux indicateurs chlorophylle, présentent une bonne
justesse de mesure (évalué sur base de corrélation avec la teneur en azote de la
biomasse aérienne et de la plante entiére) et une plage de répétabilité adéquate
(évaluée sur base de la variation entre les répétitions testées). Pour la variété Bintje,
des coefficients de corrélations significatifs élevés sont obtenus entre I’INN (calculé
a partir de la courbe Nc établie en Belgique) et les indicateurs flavonoides, combinés
ou non aux indicateurs chlorophylles, confirmant ainsi la relation étroite de ces
indicateurs avec le statut azoté de la culture.

Concernant les mesures de réflectance, les corrélations obtenues, pas toujours
significatives, varient en fonction de la date de mesures et donc du développement
de la culture. La corrélation de ces indices avec la teneur en azote de la culture
fournit des tendances contradictoires lorsque la corrélation est établie sur base d’une
date de mesure individuelle ou sur I’ensemble des dates de mesures. Par exemple,
I’indice R montre des corrélations positives avec la teneur en azote de la culture
pour chaque date de mesure et des corrélations négatives pour I’ensemble des dates.
Ces réponses contradictoires, observées également par Xue et al. (2004), traduisent
le manque de stabilité de ces mesures de réflectance vis-a-vis de la détection du
statut azoté de la culture en fonction du stade de croissance.

176



Synthése générale, conclusion et perspectives

Les mesures Hydro-N tester, basées sur la transmittance, présentent également de
bonnes corrélations avec les exportations d’azote, mais qui sont observées en
général, plus tardivement en cours de cycle comparativement aux mesures de ChlF.

Spécificité
La limitation majeure, pointée au niveau de ce travail de recherche concerne le

critére de la spécificité des indicateurs foliaires qui n’est pas exclusivement reliée a
la fourniture en azote.

Il est & noter que certains facteurs tels que la variété, I’année ou la date de mesure
influencent les indicateurs testés. Comparativement aux valeurs absolues,
I’utilisation des valeurs relatives a une fenétre de référence surfertilisée ou une
fenétre non fertilisée nous a permis de diminuer I’interférence de ces facteurs et
d’améliorer la faible spécificité des indicateurs a 1’azote. L’intérét des valeurs
relatives des outils optiques versus valeurs absolues a également été démontré,
permettant d’atténuer voire supprimer ’influence de facteurs non liés aux besoins en
azote de la culture (Schroder et al., 2000 ; Goffart et al., 2013).

La tendance croissante des valeurs des indicateurs flavonoides issus des mesures
acquises par les fluorimétres portables pour des niveaux de fumures azotées
décroissants traduit I’augmentation de la teneur de ces composés au niveau des
feuilles de pomme de terre avec la déficience en azote. Ce lien a été vérifié au
niveau du chapitre 5 par des mesures analytiques des concentrations en composés
phénoliques en réponse a des variations de concentrations en azote au niveau des
feuilles de deux variétés de pommes de terre (Bintje et Charlotte) en plein champ.

- Relation entre « indicateurs phénoliques et statut azoté » de la culture

A partir des données de chromatographie liquide & haute pression (méthode
UHPLC permettant la quantification et 1’identification de composés phénoliques
specifiques), du dosage de Folin-Ciocalteau (permettant la quantification globale des
composés phénoliques totaux) et du dosage de I’azote dans les feuilles (méthode
Dumas), nos travaux ont permis de confirmer 1’hypothése de départ concernant la
relation entre la sous-classe des flavonols en particulier et le statut azoté de la
culture de pomme de terre. Le paramétre DR_375 nm, calculé & partir des données
UHPLC comme la somme des hauteurs des pics extraits du chromatogramme
normalisé a 375 nm et relié a I’estimation de la teneur en flavonols des feuilles, a
permis de mettre en évidence un effet significatif des doses d’azote testées
particulierement entre les niveaux de fumures contrastés. Ce paramétre présente de
bonnes corrélations négatives avec la teneur en azote des feuilles suggérant ainsi la
relation qui peut exister entre les teneurs en composés phénoliques et la mise en
évidence du statut azoté de la biomasse étudiée pour les deux variétés de pommes de
terre en plein champ.

Ni la quantification des composés phénoliques totaux des feuilles, ni celle des
classes spécifiques des composés flavonols (rutine, quercétine et kaempférol-3-
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rutinoside) et des acides phénoliques (acide cryptochlorogénique, acide
néochlorogénique et acide coumarique) prises individuellement, n’a permis
d’apporter de preuve définitive traduisant la relation entre ces composés et les
niveaux d’azote testés.

Cependant, sur base des corrélations établies, les flavonols totaux mesurés pour
Bintje comme la somme de la teneur en rutine, quercétine et kaempférol-3-
rutinoside sont bien reliés aux composés phénoliques mesurés par le Dualex et a la
teneur en azote des feuilles. Pour la variété Charlotte, ces standards utilisés sont peu
représentatifs du contenu total en composés flavonols accumulés au niveau des
feuilles et qui sont reliés au statut azoté. Ceci suggere un effet variétal lié a
I’accumulation de composés flavonols spécifiques en relation avec le statut azoté de
la culture.

Les mesures optiques acquises au moyen du fluorimétre Dualex parallélement aux
mesures analytiques nous ont permis de conclure que la méthode non invasive de
ChIF peut étre utilisée pour estimer indirectement la teneur en composés flavonols
dans les feuilles de pomme de terre en lien avec le statut azoté de la culture. Les
hautes corrélations obtenues entre le DR 375 nm (estimant la totalité des flavonols
foliaires) et les mesures optiques fournies par le Dualex aussi bien en prenant en
compte la mesure de la face supérieure de la feuille que les mesures intégrant les
deux faces, soutiennent que, méme si les flavonoides sont également détectés dans
les cellules du mésophylle (Agati et al ., 2010), ils sont principalement situés dans
I'épiderme des feuilles (Cerovic et al., 2002). Cet aspect d’échantillonnage, relié a la
mesure optique de ChIF acquise au niveau de la face supérieure et qui est
représentative du contenu foliaire en flavonols en lien avec le statut azoté de la
culture, est important dans le cadre d’une mise en ceuvre pratique et facile
d’utilisation de la mesure de la ChlF.

2. Conclusion

Au travers de cette these, nous avions comme objectif de répondre a trois
questions de recherches. Nous reprenons ci-dessous les trois questions et les
réponses que nNous y avons apportees.

I.  Quelle est la méthode de référence spécifique pour la culture de pomme de
terre dans les conditions belges permettant d’évaluer le statut azoté de la
culture et de définir [’optimum azoté de la biomasse durant la saison de
culture ?

L’établissement de la relation caractérisant la courbe critique de dilution de I’azote
(Nc (%) = 5,37 W %% W : matiére séche totale produite en t.hal) pour la variété
Bintje constitue la méthode de référence, en Belgique, qui via 1’établissement de
I’INN (défini comme le rapport entre la teneur actuelle en azote et la teneur critique
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en azote de la biomasse aérienne & tout moment de la culture), permet la
détermination du statut azoté pour ’identification des situations limitantes et non
limitantes en azote. Nous avons pu mettre en évidence que I’optimum de nutrition
azotée pour la culture de pomme de terre, permettant de maximiser le rendement en
tubercules, correspond a un INN de I’ordre de 1.16. Cet optimum est fixé dans les
conditions belges sur base de la relation linéaire-plateau choisie dans notre étude
entre I’INN et le rendement relatif.

1. Parmi les méthodes indirectes d’évaluation du statut azoté des cultures,
guelles sont les caractéristiques des mesures de la ChlF, liées a la teneur en
composés phénoliques des feuilles, qui en font un outil pertinent pour la
culture de pomme de terre dans un cadre pratique de la gestion de sa
fertilisation azotée?

Parmi les méthodes indirectes, la ChIF liée a I’estimation des COMPOSES
phénoliques des feuilles est une signature qui apparait intéressante, via ce travail de
thése, pour 1’évaluation du statut azoté de la culture de pomme de terre. L’ utilisation
de rapports de fluorescence du proche infrarouge induite sous deux excitations (UV
et rouge) et mesurée a partir des fluorimétres de terrain (le Dualex et le Multiplex)
permet d’estimer la teneur des flavonoides des feuilles et en particulier la sous-
classe des flavonols qui sont majoritairement présents dans 1I’épiderme des feuilles et
qui ont la propriété d’absorber les rayonnements UV. La prise en considération des
indicateurs flavonoides combinés a la teneur en chlorophylle des feuilles est la
méthode la plus pertinente pour I’évaluation du statut azoté de la culture par rapport
aux méthodes basées sur la réflectance ou transmittance.

Les potentialités de ces indicateurs de ChIF se déclinent via la sensibilité de
réponse tout particulierement en couplant les indicateurs flavonoides aux indicateurs
chlorophylle, via la détection précoce de la déficience en azote (liée a
I’accumulation des flavonoides dans les feuilles), et via ’exactitude (justesse et
répétabilité) de la mesure de ChIF pour I’évaluation de teneur en azote au niveau de
la plante.

En raison de la faible spécificité de la chlorophylle et des flavonoides pour
I’évaluation du statut azoté, il est préconisé au départ de nos résultats de travailler
avec des valeurs relatives des mesures plutdét qu’avec des valeurs absolues de ces
mesures.

. A I’échelle des feuilles de pomme de terre, les variations de concentrations
en azote sont-elles en relation avec des variations de concentration en
composés phénoliques ou de classes spécifiques de composés phénoliques
(tel que les flavonols)?

Ni la quantification des composés phénoliques totaux, ni celle des sous-classes
spécifiques des composés flavonols et des acides phénoliques n’ont permis
d’apporter de preuve définitive de la relation entre ces composes et les variations de
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concentrations en azote. Cependant, les mesures analytiques de chromatographie
liquide a haute performance liées a la teneur totale en flavonols ont démontré
I’impact de la nutrition azotée sur la variation de ces composés phénoliques au
niveau des feuilles de pomme de terre. L’estimation du paramétre DR_375 nm
montre, en effet, que la déficience en azote méne a I’accumulation des composés
flavonols au niveau des feuilles de pomme de terre cultivée en plein champ. La
quantification de la teneur totale en flavonols, déterminée a partir de la somme de la
teneur en rutine, quercétine et kaempférol-3-rutinoside et mesuré pour la variété
Bintje, est bien reliée d’une part, aux mesures optiques de ChlF et d’autre part, a la
teneur en azote des feuilles. Cependant, I’identification et la quantification d’autres
composés spécifiques de type flavonols dont I’accumulation est reliée au statut azoté
de la culture n’ont pas été possibles au niveau de ce travail de these, particulierement
pour la variété Charlotte.

3. Perspectives

Amélioration des potentialités des indicateurs du statut azoté

Tout d’abord, étant donnée I’importance de la relation « composés phénoliques -
statut azoté de la culture », une meilleure compréhension du réle de ces composés
dans la physiologie des plantes sous condition de stress environnementaux est
essentielle et requiert des méthodes appropriées permettant d’atteindre cet objectif. Il
est ainsi nécessaire d’identifier de maniére plus précise, a partir du paramétre
DR_375 nm, les classes phénoliques des feuilles de pomme de terre sensibles aux
variations analytiques des doses d’azote testées en plein champ. Le paramétre
DR_375 nm est un paramétre intégratif qui peut également étre lié a 1’absorbance de
composés non phénoliques. La limitation de la méthode analytique utilisée, observée
au niveau de cette these et liée a la diversité structurelle des composés flavonoides,
peut étre contournée en couplant la chromatographie liquide a haute performance a
un spectrometre de masse. La combinaison des données de temps de rétention, des
spectres d’absorbance, de la masse moléculaire et des spectres de masse pourrait
fournir une information sélective, sensible et plus compléte sur les composés
phénoliques dans leur matrice complexe.

Par ailleurs, les potentialités des indicateurs flavonoides mesurés par ChlF ont été
étudiées sur base de leur relation avec le statut azoté de la culture de pomme de
terre. Cependant, en tenant compte de la relation étroite de la concentration en azote
avec la teneur en matiere séche des plantes et l'indice de surface foliaire (Gastal et
al., 2002), I’estimation dynamique de la concentration en azote de la plante et de ces
deux paramétres qui en dépendent devrait étre utile dans le cadre de I’évaluation du
statut azoté de la culture tout au long de la saison. De ce fait, un bon indicateur du
statut azoté de la culture est celui qui permet non seulement 1’estimation de la teneur
en azote de la plante, mais aussi ’estimation de la matiére séche des plantes et de
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lindice de surface foliaire. Cerovic et al. (2012) suggérent de prendre les
flavonoides en particulier comme des indicateurs de la masse foliaire par unité de
surface. Les flavonoides présentent en effet une tres bonne corrélation avec la masse
foliaire par unité de surface puisque ces deux parametres sont contr6lés par
I’irradiance de la feuille (Meyer et al., 2006). Dans ce contexte, il est nécessaire de
vérifier les relations entre les indicateurs flavonoides, seuls et/ou combinés a la
teneur en chlorophylle, et la matiére seche des plantes ainsi que Il'indice de surface
foliaire.

Les potentialités des indicateurs ont été évaluées en cours de saison en fonction du
stade de la culture exprimé sur base de 1’échelle « JAE (jours aprés émergence) ».
L’utilisation d’une échelle thermique, comme les sommes de températures, par
exemple, plutét que les JAE, permet d’obtenir une réponse polyvalente dans le cadre
d’un suivi du statut azoté de la culture permettant de mieux prendre en compte
différentes dates de plantation, différentes saisons culturales et différents sites
d’expérimentation. Dans le cadre de ce travail de thése, nous avons démontré la
faible spécificité des indicateurs (mesurés en valeurs absolues) liée a 1’interférence,
entre autres au facteur «année d’expérimentation ». L’utilisation de 1’échelle
thermique peut étre une solution permettant de diminuer I’effet de ce dernier
parameétre. Il importe de noter toutefois qu’une échelle thermique est moins pratique
d’utilisation que I’échelle « JAE » qui, sur base de la détection de la date
d’émergence compléte de la culture, permettra a 1’agriculteur de raisonner lui-méme
ses apports d’engrais azotés complémentaires via des indicateurs basés sur des
mesures optiques destinées a étre réalisées sur des périodes déterminées de la culture
(dans notre cas entre 20 et 55 JAE, et idéalement entre 30 et 40 jours JAE).

La combinaison « recommandation en engrais azoté » et « outils de mesure du
statut azoté »

Notre approche de raisonnement de la fertilisation azotée s’inscrit dans un
contexte de fractionnement des apports d’engrais azoté de synthése pour mieux
coincider avec les besoins de la culture. Cette approche s’appuie sur 1’établissement
d’une dose totale recommandée prévisionnelle en azote, basée sur un objectif de
rendement a priori via la méthode du bilan prévisionnel en azote, et son ajustement
en cours de saison par I’utilisation d’outils d’aide a la décision tels que les
indicateurs du statut azoté de la culture développés dans ce travail de these. En
culture de pomme de terre, I’application recommandée de 70% de la dose
prévisionnelle a la plantation pourrait étre potentiellement revue a la baisse sachant
qu’en début du cycle de croissance de la culture, qui correspond a la phase de
germination, le tubercule-mére est la principale source de nutriments et d’énergie
pour la plante en développement et I'absorption de I’azote dans le sol est réduite
(Zebarth et al., 2007). La phase qui s’en suit correspond au début de la phase
végeétative et au développement et a la croissance du systéme radiculaire. A la fin de
cette phase, qui couvre quelque 20 jours aprés 1’émergence, 1'absorption de 1’azote
minéral disponible (issu du sol et de I’engrais appliqué) par la culture représente de
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I’ordre de 20 a 30% d’absorption totale et donc des doses élevees d'engrais azotés
appliquées avant ou au début de ce stade peuvent augmenter les risques de pertes
d’azote par lessivage des nitrates et d’émission d’oxyde nitreux, contribuant a
I’émission de gaz a effet de serre (Zebarth et al., 2007). Cependant, il faut garder en
téte le cycle court de la culture et que les apports tardifs en culture de pomme de
terre retardent la maturité de la culture et peuvent donc étre préjudiciables a la
qualité des tubercules qui doivent étre conservés durant de longs mois aprés la
récolte. Il est ainsi conseillé, dans un contexte de raisonnement de la fertilisation
azotée, de déterminer le niveau de réduction possible de la dose d’azote appliquée a
la plantation tout en veillant & ne pas pénaliser le rendement final par un manque de
disponibilités en azote durant les premicres semaines aprés 1’émergence de la
culture. Cette évaluation doit étre réalisée en tenant compte des conditions
édaphiques liées aux événements climatiques (disponibilité en eau principalement),
du choix variétal (en tenant compte de la précocité, de I’efficience d’utilisation de
I’azote et du caractére de croissance déterminée ou indéterminée de la variété) et
enfin des modalités d'apport des engrais azotés (forme des fertilisants et dates
d’application). Cette approche doit encore étre affinée pour étre combinée avec les
mesures de suivi du statut azoté, particuliérement basé sur les indicateurs de ChlF,
dans une optique de gestion optimale des apports d’engrais azotés en culture de
pomme de terre.

Les valeurs seuils des indicateurs d’entrée en carence azotée

Dans la perspective de la mise en ceuvre opérationnelle des mesures de ChlF
comme outil d’évaluation du statut azoté, I’étape suivante est d’établir des valeurs
seuils des indicateurs pertinents retenus permettant de décider de la nécessité d’un
apport complémentaire d’engrais azoté minéral en cours de saison. L’établissement
des valeurs seuils implique de déterminer une référence en matiére d’évaluation du
statut azoté de la culture permettant de calibrer les mesures de ChIF. L’INN calculé
a partir de la courbe critique de dilution de ’azote et établie pour la variété Bintje en
Belgique peut étre utilisé pour générer des valeurs seuils des indicateurs de ChiF. Il
est essentiel, néanmoins, de vérifier la nécessité d’établir des références par variété
ou groupe variétal (tenant compte de la précocité de la culture et du type de
valorisation de la récolte) dans nos conditions. Ce travail a déja été entamé en marge
de cette these.

L’INN seuil, établi entre 20 et 55 jours apres émergence de la culture pour la
variété Bintje, correspond a une valeur de 1,16 (selon I’approche statistique choisie)
qui est supérieure a I’optimum azoté de 1 permettant d’atteindre la production
maximale théorique en matiére seche totale (biomasse aérienne et tubercules). Cette
valeur constante représente un statut optimal de la nutrition azotée permettant de
maximiser le rendement en tubercules. Cette maximisation du rendement attendu est
le fondement de I’approche de la recommandation azotée, basée sur le bilan en azote
prévisionnel, tel qu’appliqué dans cette étude et aussi dans la pratique. Cependant,
un nouveau concept récent pour s’affranchir de D’incertitude sur 1’objectif de
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rendement a priori est en cours de développement (notamment en France) en culture
de froment d’hiver. Sur cette base, un INN minimum (INN<1) et évolutif (en
fonction du stade de développement de la culture) a été établi déterminant un niveau
seuil de carence azotée acceptable, c’est-a-dire pour lequel une plante peut supporter
une carence azotée temporaire (niveau sous-optimal) sans perte de rendement
(Ravier, 2017). Ce travail fait appel a la notion du stress utile, acceptable et
recommandé pour la plante, qui permet d’améliorer ’efficience d’utilisation de
I’engrais par la réduction des doses d’engrais apportées (lorsque celles-ci ne sont pas
préjudiciables au rendement) et 1’application des apports lorsque la cinétique
d’absorption de I’azote est importante (en conditions de sol non limitantes en eau).
En culture de pomme de terre, cette notion de stress azoté utile pourrait &tre prise en
compte dans une optigue de réduction des apports azotés. Cependant, il faut garder a
I’esprit que, comparativement a la culture de froment d’hiver ou le fractionnement
des apports azotés est utilement pratiqué, en pomme de terre, lorsque qu’une carence
azotée est apparue en phase végétative, et ce de maniére préjudiciable au rendement
final, cette espéce ne dispose pas d’autant de capacit¢ de compensation
physiologigue que le froment en termes de croissance a des stades phénologiques
ultérieurs. Le concept de conduite de la fertilisation azotée en conditions sous-
optimales de nutrition azotée doit donc étre considéré avec prudence pour la culture
de pomme de terre.

Toujours dans la méme optique de développement d’un outil d’aide a la décision
pour le raisonnement de la fertilisation azotée, 1’utilisation préconisée des valeurs
relatives des mesures de ChIF permettant d’améliorer la spécificité des mesures en
prenant en compte une fenétre surfertilisée ou une fenétre sans apport d’azote
peuvent étre utilisées pour 1’établissement des valeurs seuils d’entrée en carence
azotée. Le principe théorique de I’utilisation d’une fenétre surfertilisée permet de
déterminer une carence en azote dans la parcelle si la valeur de la ChlF mesurée
dans un champ est plus faible par rapport a la fenétre surfertilisée : c’est le principe
du NSI (Nitrogen Sufficiency Index). A I’inverse, la considération d’une fenétre
témoin non fertilisée permet de mettre en évidence une différence entre la valeur de
la ChlIF mesurée dans un champ et celle mesurée dans la fenétre sans apport d’azote.
Le principe du témoin sans apport d’azote permet de conscientiser 1’agriculteur par
rapport aux fournitures de sa parcelle en azote minéral du sol. Cependant, en
considérant I’aspect pratique, la nécessité de mise en place au niveau du champ
d’une fenétre surfertilisée ou sans apport d’azote est fastidieuse et consommatrice de
temps pour I’agriculteur. Une solution serait d’envisager une parcelle de référence
unique dans une région délimitée et ou le travail est réalisé par un entrepreneur ayant
plusieurs sites d’exploitations pour une méme culture/variété dans des conditions
pédoclimatiques similaires.

Il est également important de tenir compte de 1’aspect technico-économique de ces
outils de ChIF qui doivent étre applicables et utilisables pour le raisonnement de la
fertilisation azotée pour d’autres cultures afin de diminuer le cott 1ié a I’achat ou a la
mise en ceuvre de ces fluorimetres.
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L’estimation de la dose complémentaire d’engrais azoté a appliquer

Un autre défi important reste de déterminer, dans le cadre d’une stratégie de
fractionnement des apports, la dose complémentaire d’engrais azoté a appliquer
lorsque les outils détectent une entrée en carence azotée. Le calcul de la dose d’azote
a ajouter en cours de culture doit étre corrigé sur base de la saison climatique et de
I’évolution de la culture et du rendement attendu en tubercules. Une des possibilités
pour atteindre cet objectif est de combiner les mesures de ChlF avec des modéles de
simulation de croissance des cultures. A partir de variables d’entrée (intégrant des
paramétres climatiques ou météorologiques, le sol, et les pratiques agricoles), les
modeles de simulation de croissance des cultures permettent d’estimer les
caractéristiques de la production agricole telles que le rendement des cultures, la
qualité des produits récoltés, ainsi que les prélévements d'azote et d'eau par la plante.
Ces modeles combinés aux indicateurs flavonoides mesurés par ChIF peuvent
potentiellement étre trés utiles en cours de culture pour ajuster notamment les
apports d’engrais azoté en fonction des conditions climatiques et de I'état de la
plante. D’une part, la comparaison des besoins en azote de la plante simulés a un
moment donné et les exportations réelles en azote estimées indirectement par les
indicateurs flavonoides permet de calculer la quantité complémentaire d’engrais
azoté a ajouter en cas de déficience; et d’autre part, I’utilisation des outils de ChlF
pourrait permettre d’estimer certaines variables en cours de saison augmentant ainsi
la précision des modeles qui reposent sur des variables simulées. Les paramétres
physiologiques simulés, tels que le LAI ou bien la biomasse de la plante, peuvent
étres affinés en prenant en compte les indicateurs flavonoides mesurés par ChlF sur
base des corrélations possibles décrites plus haut entre les flavonoides et la masse
foliaire par unité de surface.

Par ailleurs, les modéles de croissance comme DAISY (Hansen et al., 2012) ou
STICS (Brisson et al. 1998) tiennent compte de la notion d’azote critique nécessaire
pour une maximisation de la matiere séche de la plante. La courbe critique de
dilution de 1’azote utilisée au niveau de STICS est celle définie pour la pomme de
terre et établie en France par Duchenne et al. (1997). Cette courbe, comme évoqué
dans ce travail, différe de la courbe établie en Belgique dans le cadre de cette these.
La prise en compte de cette derniere courbe spécifique pour la variété Bintje et pour
les conditions belges pourrait étre une piste permettant d’améliorer la calibration de
ces modeles de croissance dans I’optique d’une gestion raisonnée de la fertilisation
azotée.

La représentativité des mesures des indicateurs a I’échelle de la parcelle agricole

Les outils ChlF utilisés au niveau de notre travail permettent un « proxy sensing »
de la culture qui nécessite de prendre des mesures ponctuelles au champ et ne sont
pas nécessairement représentatives de 1’hétérogénéité a 1’échelle de I’ensemble de la
parcelle. Une autre perspective, encore & étudier dans le cadre de 1’étude de la

184



Synthése générale, conclusion et perspectives

faisabilité opérationnelle de ces mesures optiques, est la mesure des potentialités des
indicateurs pertinents basée sur la télédétection rapprochée (« near remote sensing »)
au moyen de la version embarquée d’un appareil comme le Multiplex permettant des
mesures dynamiques de ChlF. Les techniques de ChIF active embarquées sont
encore rarement utilisées ou en cours de recherche (pour la version embarquée du
Multiplex). Elles nécessitent une distance réduite entre le couvert végétal et le
capteur (afin de détecter le signal faible de fluorescence) et une excitation des
feuilles avec la méme quantité d'énergie lumineuse. Ce type d’outil pourrait étre
valorisé dans un contexte d’agriculture de précision permettant de gérer en temps
réel les différents états de nutrition azotée au sein de la parcelle et en commandant
directement la distribution d’engrais la ou 1’azote apporté sera le plus efficient
intégrant ainsi la variabilité intraparcellaire.

La combinaison d’indicateurs

Enfin, les potentialités des mesures de ChlF combinées aux mesures de réflectance
pourraient pallier a certaines limitations de I’utilisation d’une signature unique. En
fusionnant les données de ces différentes signatures, leurs limites peuvent étre
réduites, puisque les données peuvent étre plus informatives et complémentaires. En
ce sens, les approches de fusion de données pourraient augmenter la performance de
détection du statut azoté de la culture en combinant les nombreuses données
obtenues par des capteurs complémentaires.
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