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Listes des abréviations

Agronomie

BmFr : fruit biomass / biomasse des fruits

GS : Granny Smith

NbFr : fruit number / nombre de fruits

STK : Starkrimson

TC : trunk circumference / circonférence du tronc

TCSA: trunk cross sectional area / surface de section du tronc

Ecophysiologie végétale

A : assimilation (nette) du carbone (umol CO2 m2.s™)
CO; : dioxyde de carbone

Cp : chaleur spécifique & pression constante (J.kg *.K™)
CSPE : continuum sol plante atmosphere

§*3C : compositionisotopique du carbone, en**C (%)
A®C : discrimination isotopique du **C (%o)

DOY : day of year

ET : évapotranspiration (ETM : maximale ; ETR : réelle, mm.h™)
FTSW fraction d’eau transpirable du sol (%)

G : flux de chaleur du sol (W.m™)

v : constante psychrométrique de 1’air (y= 66 Pa.K?)
GMT: Greenwich Mean Time

Osw : stomatique (pour 1’eau) (m.s'1 ou mol H,O m'z.s'l)
Ig : index de conductance stomatique

LAI: leaf area index

Psi : potentiel hydrique (MPa)

p : densité de Iair sec a pression constante (kg.m™)

. : résistance aérodynamique du couvert (s.m™)

re : résistance du couvert végétal (s.m™)

Rg : rayonnement global (W.m)

RH / HR : humidité relative (de I’air) (%)

Rn : net radiation / rayonnement net (W.m™)

Ta : température de 1’air (°C)

T./ Ts : température du couvert végétal / température de surface
E : transpiration (mmol H,0 m?.s™)

TsTa/ Ts-Ta : Différence entre la température de surface et la température de 1’air
u : vitesse de vent (m.s™)

VPD : déficit de pression de vapeur (de I’air) (kPa)
WW : well-watered

WS : water stressed

WUE: Water Use Efficiency (umol CO, mmol™ H,0)
WAUE:I : intrinsic Water Use Efficiency (A/gsw)

Génétique quantitative et statistique

ADN : desoxyribonucleic acid / acide désoxyribonucléique
AIC : Akaike Information Criterion

ANOVA: ANalysis Of Variance / analyse de variance
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BIC : Bayesian Information Criterion

BLUP : Best Linear Unbiased Predictor / meilleur prédicteur linéaire non biaisé
F : statistique F de Fisher Snedecor

G : genotype

G x D : interaction génotype x date

GXE : génotype x environnement

G X M : interaction génotype x modalité d’irrigation

IM : interval mapping / cartographie par intervalles

LG : groupe de liaison

LOD : Logarithm of the Odds / Logarithme de 1’Odds ratio
MQM : Multiple QTL Mapping / cartographie de QTL multiples
QTL : Quantitative Trait Loci

RMSE : Root Mean Square Error / erreur quadratique moyenne
Sd : standard deviation

SSR : Single Sequence Repeats

Imagerie et Telédétection

BRDF :bidirectional reflectance distribution function
CMOS :Complementary Metal Oxide Semiconductor
CN : numerical count / compte numérique

CWSI : crop water stress index

DI : differential index

DGPS :Differential Global Positioning System

DN : Digital Number / nombre digital

NDVI :Normalized Difference Vegetation Index
NIR / PIR : near infrared / proche infrarouge

RGB /RVB / VIS : Red-Green-Blue / Rouge Vert Bleu / domaine visible
SRPI :Simple Ratio Pigment Index

TIR / IRT: thermal infrared / infrarouge thermique
ULA/ULM: ultralight aircraft / ultra-léger motorisé
UV : ultraviolet

VARI : Visible Atmospherically Resistant Index

VIT : Vegetation index-temperature

WDI : water deficit index

Physiologie moléculaire : hormones, protéines, génes et facteurs de transcription (FT)
ABA: abscisic acid / acide abscissique

ABC : ATP-binding cassette transporters (protein)

ABH : ABA hypersensitive

CBL: Calcineurin B-Like protein (protein)

CIPK : Calcium Independent Protein Kinase

DELLA proteins: protéines inhibitrices de 1’action des gibbérellines (RGL1, RGL2, ...)
ERF : Ethylene Response Factor / Facteurs de Réponse a I'Ethylene (TF)

ERL-2 : Erecta-like 2 gene (gene de régulation de 1’efficience de transpiration)

GA : gibbérellines

KATP: ATP-sensitive Potassium channel (protein, ATP-sensitive K™ channel)

JAZ: JAsmonate-ZIM-domain protein

MRP : Multidrug Resistance-associated Protein

MYB: MYeloBlastosis transcription factor (FT)

MYC : MYeloCytomatosis transcription factor (FT)
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NCED : 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (protein)

OST : Open stomata serine/threonine protein kinase (protein)
PDR : Pleiotropic drug resistance (protein)

PKT ou KAT :3-ketoacyl-CoA thiolase protéine

PP2C : protein phosphatase 2C

PYR/PYL/RCAR : PYrabactin Resistance / PYrl-Like/Regulatory Components of ABA
Receptors (protein)

SLAC : SLow Anion Channel-associated (protein)

SnRK: Sucrose non-fermenting-1-Related protein Kinase (protein)
STO : salt tolerance protein

TAIR : The Arabidopsis Information Resource

TF: transcription factor / facteur de transcription

Organismes

CIRAD : Centre de coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le
Développement

FAO : Food and Agriculture Organization of the United Nations

INRA: Institut National de la Recherche Agronomique

IPCC : Intergovernmental Panel on Climate Change

IRSTEA : Institut national de Recherche en Sciences et Technologies pour I'Environnement et
I'Agriculture

NCBI : National Center for Biotechnology Information

UE : unité expérimentale / UMR : Unité mixte de recherche
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Introduction générale

Le dernier rapport du groupe d’experts intergouvernemental sur 1’évolution du
climat(GIEC) indique que les trois dernieres décennies ont été successivement plus chaudes a
la surface de la terre que toutes les décennies connues depuis 1850 (IPCC, 2014). Pour
certaines regions du monde, comme le bassin méditerranéen, les prévisions de changement
climatique global vont se traduire par une diminution de la fréquence des précipitations et une
augmentation en frégquence et en intensité des périodes de sécheresse. Ces phénomeénes
pourront se traduire par des redoux soudains, des vagues de chaleur, ainsi que par des
épisodes marqués de précipitations (Della-Marta et al., 2007a ; Giorgi et Lionello, 2008 ;
Zolina et al., 2009). Une diminution de la fréquence des nuits froides en hiver ainsi qu’une
augmentation de la fréquence des jours trés chauds en été ont déja eté observées dans le
bassin méditerranéen au cours de la période 1989-2008 (Efthymiadis et al., 2011). L’existence
d’un lien spatio-temporel entre les phénomenes climatiques observés dans différentes régions
d’Europe a été montrée. En effet, les sécheresses estivales dans le sud de I’Europe peuvent
succéder a un déficit des précipitations lors de I’hiver précédent. La fréquence des
précipitations hivernales et printaniéres de la région Méditerranéenne pourrait ainsi étre

corrélée aux températures estivales du centre de I’Europe (Vautard et al., 2007).

Par ailleurs, la demande en eau pour I’agriculture est en augmentation constante. Cet
accroissement résulte d’une part de l’augmentation de la population mondiale et des
consommations humaines individuelles et d’autre part de la diminution des précipitations
couplée a une forte demande évaporative dans de nombreuses régions. Comme 1’agriculture
est le secteur d’activité consommant le plus d’eau au niveau mondial, on peut s’attendre a une
situation de plus en plus tendue vis-a-vis de cette ressource compte tenu des besoins pour la

santé, 1’alimentation et 1’industrie.

Les especes fruitieres sont tres cultivées sous les climats méditerranéens. L’irrigation
joue un role essentiel pour l‘arboriculture fruiticre commerciale. Elle est généralement
pratiquée de maniere systématique afin de sécuriser les rendements et les revenus des
producteurs. Quelles que soient les especes, les consommations d’eau agricole sont
dépendantes des saisons et elles augmentent en raison de la demande évaporative, jusqu’a la

récolte tout du moins (Allen et al., 1998). Sous les climats tempérés oceaniques ou
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régulierement sujets aux précipitations, les vergers peuvent assurer une production sans
I’appoint de [D’irrigation, alors que dans les zones semi-arides et arides, a déficit de
pluviométrie printanier et/ou estival, la production et parfois la survie des vergers sont sous la
dépendance de la disponibilité en eau. Dans le cas du pommier, les rendements, les calibres et
la qualité des fruits a la récolte, ainsi que les capacités de stockage, sont fortement dépendants
du pilotage rationnel de l’irrigation (Girona et Naor, 2012). D’une maniére plus générale,
pour les arbres fruitiers en culture commerciale, la recherche de rendements maximum n’est
pas nécessairement priorisée dans la mesure ou le potentiel de production peut étre
volontairement réduit par éclaircissage (jusqu’a 50% des fleurs ou jeunes fruits) ; ceci afin
d’obtenir des fruits plus gros et de meilleure qualité et aussi pour assurer une régularité de
production (Dennis, 2000; Trillot et al., 2002).

Si I’amélioration du pommier privilégie actuellement la qualité du fruit et la résistance
aux bio-agresseurs, il n’existe pas encore de programme de sélection intégrant les traits
adaptatifs. La capacité des variétés a maintenir une production satisfaisante sous contrainte
hydrique modérée, ou forte demande évaporative, associée ou non au stress thermique
constitue pourtant une cible d’amélioration potentiellement porteuse. Si de nombreux travaux
ont permis d’appréhender les réponses du matériel ligneux fruitier a la contrainte hydrique
édaphique (et notamment le pommier : Atkinson et al., 2000 ; Sircelj et al., 2007 ; WisniewskKi
et al., 2008; Bassett et al., 2011), diverses etudes récentes ont mis en évidence une certaine
plasticité phénotypique de la réponse foliaire (photosynthése nette, efficience d’utilisation de
I’eau) a la contrainte hydrique imposée. Une variabilité génétique de la conductance
stomatique en réponse a la variation de VPD (Déficit de pression de vapeur) a été démontrée
par Regnard et al. (2008) en conditions contr6lées, sur une descendance en ségrégation
cultivée en pots, permettant ensuite la détection de régions chromosomiques (Quantitative
Trait Loci — QTL) pour ce trait et pour la transpiration (Regnard et al., 2009). Plus
récemment, une variabilité du comportement stomatique, de la croissance végétative et de
I’efficience d’utilisation de I’eau en réponse a une contrainte hydrique édaphique a été mise
en évidence sur une trentaine de variétés commerciales de pommiers egalement cultivées en
pots (Liu et al., 2012a, b). Au champ et en période reproductive, 1’étude de la réponse
transpiratoire et photosynthétique du pommier et I’analyse de ses bases génétiques nécessitent
aussi de prendre en compte I’influence des fruits dont la force d’appel pour les

photosynthétats stimulele fonctionnement foliaire (Pretorius et Wand, 2003).
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Parmi les différentes contraintes abiotiques affectant les rendements, la sécheresse est
I’'une des plus étudiées. L’amélioration génétique pour la tolérance au stress hydrique reste
toutefois délicate car les plantes utilisent diverses réponses pour y faire face (Tuberosa et
Salvi, 2006). Jusque récemment, 1’hérédité quantitative des traits, les faibles connaissances
sur les réponses des rendements aux conditions d’eau restreintes ainsi que les difficultés
technologiques ont limité les stratégies de sélection pour la tolérance a la sécheresse (Sinclair,
2011). Par ailleurs, les méthodes de phénotypage restent un goulot d’étranglement important
alors que les avancées en matiere de séquencage des génomes a haut débit (technologies dites
de next-generation sequencing, NGS) permettent un accés a des données génomiques de
masse et a moindre colt (Shendure et Ji, 2008 ; Jackson et al., 2011). L’émergence de la
phénomique (Furbank and Tester, 2011), domaine pluridisciplinaire qui a pour but de relier
les données NGS et les données phénotypiques quantifiées et haut débit, permettra
progressivement de développer la génétique d’association et les modeéles statistiques
permettant la sélection génomique (Albrecht et al., 2011).Dans I’immédiat, la détection de
QTL et I’identification de geénes candidats impliqués dans la tolérance au stress hydrique ou
au maintien du rendement en conditions de sécheresse nécessitent déja de pouvoir phénotyper

un grand nombre d’individus.

La derniére décennie a vu émerger des plateformes de plus en plus sophistiquées
dédiées au phénotypage a haut debit en conditions controlées. Ces plateformes permettent
d’étudier la réponse spécifique des plantes a différents stress en conditions contrélées et de
disséquer les effets environnementaux afin de mieux appréhender les mécanismes des
réponses au stress et les effets sur les rendements. Cependant, la transférabilité des résultats
des essais en milieux contr6lés aux conditions de plein champ n’est pas simple car la réponse
des plantes dans un environnement ouvert dépend de nombreux facteurs environnementaux
qui ne peuvent pas étre totalement contrélés et qui sont spatialement variables (Mir et al.,
2012). Le phénotypage au champ, en conditions plus ou moins contrélées, constitue donc un
enjeu essentiel et représente un defi technologique dont la réussite réside dans le
développement et [’utilisation d’outils permettant d’acquérir une information précise et
quantifiée sur un grand nombre d’individus (Masuka et al. 2012; White et al., 2012, Araus et
Cairns., 2014).

Dans ce contexte, ce travail a fait le choix de I’imagerie par télédétection aéroportée.
L’utilisation de capteurs spécifiques, embarqués sur des vecteurs aéroportés pouvant voler a

basse altitude permet aujourd’hui 1’acquisition d’images a trés haute résolution spatiale. Ces
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images permettent d’appréhender les variations intra-parcellaires, notamment en vergers, et
pour ces derniers de distinguer les individus entre eux ainsi qu’une éventuelle variabilité au
sein de leur canopée (Berni et al., 2009 ; Gonzalez-Dugo et al., 2012). Par ailleurs, il existe en
télédétection une large gamme d’indices permettant de caractériser 1’état nutritionnel,
transpiratoire ou physiologique des couverts végétaux. Selon les indices choisis, les réponses
des plantes peuvent étre étudiées pour appréhender des réponses sur le court terme ou sur le
long terme.ll apparait nécessaire d’évaluer les variables issues de 1’imagerie en termes
d’intérét pour la sélection variétale et notamment d’estimer leur capacité a caractériser la
variabilité génétique. De ce point de vue, notre recherche a été abordée sous 1I’hypothese de la
possibilité de phénotyper a haut débit une population de pommiers au champ pour mettre en

évidence et analyser la variabilité de réponse des parties aériennes a la contrainte hydrique.

Ce travail de thése s’est déroulé au sein de 1’équipe d’Architecture et Fonctionnement
des Espéces Fruitiéres (AFEF) de ’'UMR d’Amélioration Génétique et Adaptation des Plantes
méditerranéennes et tropicales (AGAP) de Montpellier.ll a abordé la thématique de la réponse
aux contraintes abiotiques sous diverses approches. Cette recherche centrée sur le
phénotypage a été conduite en collaboration étroite avec la Maison de la Télédétection de
Montpellier et I’appui de la société 1’ Avion Jaune. La thése a été cofinancée par la Région
Languedoc-Roussillon et le Centre international d'études supérieures en sciences

agronomiques, Montpellier SupAgro.

Ce manuscrit de these est organisé en quatrechapitres :

- Le chapitre 1 présente une synthése bibliographique dans laquelle sont exposées les
connaissances nécessaires a la compréhension de la problématique, débouchant sur
I’énoncé des objectifs de la these.

- Le chapitre 2 est découpé en deux parties principales. La premiere partie présente
succinctement le matériel végetal ainsi que le déroulement des campagnes d’acquisition
des images et la deuxiéme partie présente les différentes étapes du processus de traitement

de celles-ci.
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- Le chapitre 3 présente les principaux résultats de ce travail de thése. La partie | est un
article accepte et publié dans la revue Journal of Experimental Botany. Il concerne un
aspect méthodologique important de la thése qui a consisté a mettre en ceuvre et a
interpréter I’image thermique acquise sur un couvert hétérogene. La partie 2 est un article
préparé pour soumission a la revue New Phytologist. 11 traite de I’analyse des déterminants
géneétiques des variables issues des images multispectrales et de quelques variables
agronomiques en réponse a une contrainte hydrique et il débouche sur une amorce de
recherche de génes candidats.

- Le chapitre 4 présente enfin la discussion générale et les perspectives, et se termine par

la conclusion de ce travail de thése.
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Chapitre 1 : Etat de I'art







I. Les plantes face a la demande en eau

I.1. Stratégie des plantes face a une diminution des ressources en eau

La colonisation du milieu terrestre par les végétaux a pu se réaliser par I’évolution des
mécanismes permettant aux plantes de réguler leurs pertes en eau tout en continuant a assimiler
du carbone par photosynthése. Cette évolution a été uneétape importante car la disponibilité en
eau est certainement 1’un des points-clés de la distribution des plantes et de leur survie. C’est

aussi I’un des facteurs les plus limitants pour les rendements en agriculture.

Les plantes sont situées a I’interface entre sol et atmosphere. L’eau absorbée circule la
plupart du temps sous tension, dans le xyleme, entre ces interfaces. Le systeme biophysique ainsi
constitué est appelé continuum sol-plante-atmosphére (CSPE). L’état énergétique de 1’eau dans
ce systeme est decrit par le potentiel hydrique, %, qui pour la plante, est exprimé en MPa. Dans le
CSPE, les mouvements de I’eau se produisent a partir des organes qui ont le potentiel hydrique le
plus élevé (généralement les racines, valeurs négatives, proches de 0) vers ceux dont le ¥est le
plus faible (généralement les feuilles, valeurs plus négatives). L’absorption de I’eau par la plante
a partir du sol se produit sous I’influence du gradient de potentiel généré par la transpiration. A la
sortie de la plante, le flux transpiratoire, sous forme gazeuse, résulte lui-méme de la grande
différence de potentiel hydrique entre I'atmosphére seche et le potentiel hydrique relativement
plus élevé de I'eau des feuilles. Le caractere continu de la colonne d'eau sous tension dans le
CSPE entraine l'absorption d'eau qui se produit au niveau de la racine, au contact de la solution
du sol (Nobel 2009, Goldsmith, 2013, Figure 1).
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Figure 1. Mouvement de 1’eau a travers la plante, du sol vers 1’atmosphére (en se basant sur le
potentiel hydrique, ¥ en MPa). L’eau circule depuis le sol vers 1’atmosphere, du potentiel
hydrique le plus éleve (%) vers le plus faible ( Pamosphere). Figure adaptée de Goldsmith (2013).

I.1.a. Disponibilité en eau des sols

La disponibilité de I’eau pour la plante peut étre caractérisée pardiverses approches. La
premicre, qui est la plus traditionnelle, consideére le stock d’eau contenu dans le sol (quantité
d’eau référée au volume ou au poids de sol). Elle débouche sur les notions de réserve utile et de
réserve facilement utilisable, qui sont largement utilisées pour 1’établissement du bilan hydrique
simplifié en agriculture (Allen et al., 1998). Une approche plus récente consiste a considérer la
disponibilité de I’eau pour la plante. Elle se fonde sur I’état énergétique de 1’eau dans le sol,
c’est-a-dire sur le potentiel hydrique de sol. Cette approche débouche donc sur I’utilisation des
sondes tensiométriques qui mesurent cet état (Tron et al., 2000). La troisieme approche, enfin,
considere le fonctionnement du systéme biophysique du point de vue de la plante. Elle a permis

I’émergence du concept de fraction d’eau transpirable du sol (Fraction of Transpirable Soil
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Water, FTSW, Sinclair and Ludlow, 1986), qui peut également varier en fonction du génotype
(Bimpong et al., 2011 ; Gholipoor et al., 2012 ; Marguerit et al., 2012 ; Schoppach et al., 2012).

Différents concepts sont susceptibles de définir la diminution de la disponibilité de I’eau et ses
effets. Cette diminution passe par plusieurs phases dont les implications ne sont pas les mémes

pour la plante :

- Le déficit hydrique correspond a un état physique pour lequel 1’eau disponible
pour la plante ne lui permet pas de faire face a la demande évaporative. La perte en eau constatée,
et appréciée au niveau du couvert par 1’évapotranspiration réelle (Ere), est inférieure a
I’évapotranspiration maximale (Enax) qui est observée en conditions hydriques non-limitantes
(Allen et al., 1998). Le déficit hydrique peut provenir de la faible disponibilité en eau présente
dans la fraction de sol prospectée par les racines et/ou d’une demande évaporative devenue plus
forte.

- La contrainte hydrique correspond a un état de la plante ou son fonctionnement
va étre affecté, mais avec un maintien de la turgescence de ses tissus. Elle se traduit par une
diminution de la transpiration et par diverses modifications métaboliques comme par exemple
I’ajustement osmotique (par accumulation d’osmoprotectants : sorbitol, proline, glycine-bétaine)
(Wang et al., 1995).

- Le stress hydrique correspond finalement a une situation ou la plante subit une
diminution plus prononcée de sa teneur en eau qui va affecter son métabolisme de maniére
importante (Tardieu et Hammer, 2012).

Dans la suite du manuscrit, lorsqu’il sera référé a une restriction en eau I’expression « contrainte

hydrique » sera fréquemment utilisée, car ce terme est plus englobant.

La réponse des plantes a une diminution des ressources en eau dépend de I’intensité et de
la durée de cette limitation ainsi que de leur capacité d’adaptation a cette contrainte
environnementale (McDonald and Davies, 1996). Le délai de réponse de la plante peut étre
fortement influencé par la relation qu’elle entretient avec son environnement. Dans le cas d’un
déficit hydrique a long terme, les plantes peuvent échapper a la déshydratation en raccourcissant
leur cycle de végétation (esquive) ou en optimisant le gain de la ressource dans le temps. Dans le
cas d’une menace de déshydratation, la réaction des plantes doit permettre de limiter les pertes en

eau et d’éviter les dommages occasionnés par les stress oxydatifs et thermiques qui se
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développent secondairement (Chaves et al., 2003; Tardieu, 2005). La déshydratation induit

différents mécanismes de réponse et d’adaptation a court et a long termes (Vadell et Medrano,

1992, Chaves et al., 2003 ; Figure2).

Faible humidité de I’air
Température élevée
Rayonnementimportant
Vent

Réponses a long terme Réponses a court terme

Perception du signal racinaire
Fermeture stomatique
Diminution assimilationen C
Réponse des génes

Arrét de croissance

Réduction de la surface

transpirante

Réponse des génes

Acclimatation métabolique

Ajustement osmotique
Transport du signal
Changement de conductivité
hydraulique du xyléme
Ajustement osmotique

|
7/ N\ /7
Maintien de la turgescence

Croissance racinaire maintenue Réponse des génes

Va{iation ratif) p_anies Signalisation cellulaire
aériennes/racinaires Ajustement osmotique
Augmentation de la surface Augmentation [ABA]

d’absorption

Déficit hydrique édaphique

Figure 2. Réponse de la plante aux conditions de sécheresse. En bleu, les réponses a court terme
et en rouge, les réponses a long terme (d’aprés Chaves et al., 2003).

I.1.b. Stratégies adoptées face a la contrainte hydrique

Classiquement, I’ensemble des mécanismes permettant le maintien de la production ou la

survie de la plante lors d’une contrainte hydrique édaphique et/ou d’une forte demande
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évaporative peuvent étre regroupés comme les mécanismes de tolérance a la sécheresse (Levitt,
1972, Turner, 1986).

L’esquive est une stratégie qui consiste a réaliserles phases essentielles du cycle de
développement avant la période de sécheresse. Dans cette stratégie, la survie et 1’adaptation des
plantes dépendent fortement du succes de la phase de reproduction. Cette stratégie est surtout
présente chez les annuelles des zones arides et concerne peu les ligneux (De Micco et Aronne,
2012).

La stratégie d’évitement permet a la plante de traverser des périodes de sécheresse en
privilégiant la limitation de la perte en eau, ce qui restreint la chute de potentiel hydrique des
tissus. Cette stratégie isohydrique est rencontréechez les plantes annuelles et pérennes et est
associée a de nombreux traits adaptifs (Tardieu et Simonneau, 1998). Les pertes d’eau peuvent
étre minimisées a court terme par le contréle de la transpiration par la régulation stomatique et, a
plus long terme, par la diminution du rayonnement absorbé grace a 1’enroulement des feuilles, au
développement d’une couche dense de trichomes ou a la modification de ’angle des feuilles
(Ehleringer and Cooper, 1992 ; Larcher 2000). Elle résulte aussi a plus long terme de la réduction
de la surface foliaire et de I’arrétde croissance (Chaves et al., 2003). De plus, 1’absorption d’eau
est maximisée en favorisant 1’allocation de ressources au profit de la prospection racinaire qui Se
traduit par un accroissement du root/shoot ratio (Jackson et al., 2000). Cette stratégie « économe
en eau », bien que favorable au maintien du statut hydrique du végétal, est pénalisante pour le
gain de carbone (Amigues et al., 2006 ; McDowell et al., 2008).

La stratégie de tolérance consiste a maintenir les fonctions physiologiques importantes
(croissance, transpiration, photosynthese) malgré les fortes contraintes hydriques. L’homéostasie
hydrique et la turgescence résultent alors de I’ajustement osmotique et le gain de carbone peut
étre maintenu dans une certaine mesure. Cette stratégie anisohydrique, qui autorise de plus
basses valeurs de potentiel hydrique, est favorable en conditions de contraintes hydriques
modérées. Cependant, elle peut savérer pénalisante ou menacer la survie en situation de déficit
hydrique plus sévere ou durable (McDowell et al., 2008). On peut considérer que 1’amélioration
génétique des plantes agricoles a historiquement privilégié cette stratégie qualifiée de
« dépensiere » (Amigues et al.,, 2006), méme si de nos jours un intérét accru s’attache a

I’amélioration pour I’efficience d’utilisation de 1’eau.
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Les stratégies décrites ci-dessus ne sont pas exclusives et dans la pratique, les plantes
combinent toute une gamme de réponses pour faire face a la diminution des ressources en eau
(Chaves et al., 2003). De plus, selon les scénarii de contrainte hydrique rencontrés, les strateégies
de la plante peuvent avoir des effets positifs, négatifs ou rester sans effet sur le rendement
(Tardieu et Tuberosa, 2010).

I.2. Perception et transductiondu signal lié au déficit d’eau dans le sol

Les variations de statut hydrique du sol qui aménent a la fermeture stomatique impliquent
la perception de différents signaux et leurs effets a différentes échelles. Lovisolo et al. (2010)
indiquent qu’ils sont davantage liés au métabolisme de I’acide abscissique (ABA), aux variations
du signal hydraulique, a la régulation et a P’activité des aquaporines (protéines membranaires
permettant la circulation d’eau entre les cellules) et/ou aux variations de signaux électriques

plutot qu’a des changements de statut hydrique des feuilles via leur potentiel hydrique.

I.2.a. Des racines aux feuilles

L’hypothése la plus souvent présentée est qu’en réponse a la contrainte hydrique, ’ABA
synthétisé au niveau racinaire est transporté via le xyléme jusqu’aux feuilles pour induire une
réponse stomatique (Tardieu et Davies, 1992). Cependant, certains travaux rapportent des
¢léments qui ne sont pas cohérents avec la seule implication de I’ABA racinaire dans la
régulation stomatique. En effet, un transport inverse, c’est-a-dire depuis les feuilles vers les
racines, a aussi été observé chez la vigne (Loveys, 1984b). Par ailleurs, des gradients d’ABA ont
été observés au sein du xyleme et des feuilles, avec des concentrations basipetes décroissantes
(Soar et al., 2004), ce qui accrédite la possibilité d’une synthése par les feuilles. De méme, une
étude conduite sur Arabidopsis a démontré que la diminution de la conductance stomatique était
liée a I’ABA synthétis¢ au niveau foliaire et non pas au niveau racinaire (Christmann et al.,
2007). Les auteurs de cette derniere étude suggerent que le signal déclenchant la synthése d’ABA

foliaire pourrait étre de nature hydraulique. Cette hypothése s’appuie sur des résultats montrant
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qu’il existe un gradient de conductivité hydraulique dans le systéme aérien similaire au patron

décrit pour I’ABA (Salleo et al. 1982, 1985;Lovisolo et Schubert, 1998).

1.2.b. Action de I’ABA au niveau des cellules de garde

Au niveau des cellules de garde, la fermeture stomatique est inhibée par une protéine
phosphatase 2C (PP2C). L’ABA agit a plusieurs niveaux. D’une part, il active les canaux
calciques de la membrane plasmique, et d’autre part il est percu par des récepteurs sensibles a
I’ABA, PYR/PYL/RCAR, qui lévent I’inhibition de la PP2C. Ces évenements entrainent
’activation par phosphorylation d’un certain nombre de protéine kinases, comme les Sucrose
non-fermenting 1-Related subfamily 2 protein Kinases (SnRK2). Cette activation induit a son
tour I’ouverture des canaux anioniques (ex : SLAC1) et potassiques sortants (KAT1, KAT2).
L’efflux d’anions résultant de I’activation de SLAC1 induit une dépolarisation de la membrane.
L’augmentation du taux d’ABA et du calcium intracellulaire va provoquer la fermeture des
canaux potassiques et des pompes a protons. L’efflux du potassium et des anions CI” a partir des
cellules de garde s’accompagne d’une sortie d’eau par les aquaporines. L’ensemble de ces
événements se traduit par une perte de turgescence des cellules de garde qui aboutit a la
fermeture stomatique et donc a la régulation du flux transpiratoire (Daskowska-Golec et
Szarejko, 2013).

1.3. Régulation des pertes en eau : réle des stomates

Les stomates sont des pores disséminés a la surface des feuilles (inférieure, supérieure, ou
les deux) qui permettent les échanges gazeux entre la plante et ’atmosphere. Ils jouent un role
essentiel dans le contréle des pertes deau par transpiration, et dans I’entrée de CO, qui
conditionne 1’assimilation du carbone par la photosynthése et permet la croissance des plantes.
L’ouverture et la fermeture stomatique sont controlées par les variations de la pression de
turgescence des cellules de garde entourant les pores. Ces variations peuvent étre rapides et

permettre a la plante de s’adapter a des changements soudains des conditions climatiques. Les
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stomates jouent également un réle clé dans la modulation du flux d’eau a travers le CSPE,
permettant d’adapter ce flux a la disponibilité d’eau du sol et/ou a la demande évaporative. Les
stomates sont sensibles a de multiples modifications environnementales, qu’elles soient liées aux
facteurs climatiques (rayonnement solaire, température et humidité de 1’air, vent) ainsi qu’a la

disponibilité de I’eau dans le sol.

Les cinétiques journalieres et/ou saisonniéres de potentiel hydrique foliaire ont montré
une large gamme de comportement des especes pour la conservation de ’eau dans les tissus
(Tardieu et Simonneau, 1998). Ces différences de comportement sont liées au contrdle
stomatique. Elles permettent de classer les especes entre celles a tendance isohydriques (mais,
peuplier, vigne, pommier) et celles a tendance anisohydriques (tournesol, amandier, pécher)
(Valancogne et al. 1997 ; Tardieu et Simonneau, 1998). Les espéces isohydriques ont un controle
précoce de la fermeture stomatique permettant la conservation des ressources en eau et le
maintien du potentiel hydrique foliaire a un niveau stable, quelles que soient la demande
évaporative et la disponibilité en eau du sol. Par contraste, les espéces anisohydriques présentent
un moindre contrdle stomatique du flux transpiratoire qui se maintient, permettant de plus fortes
variations du potentiel hydrique foliaire lors de restrictions en eau du sol et lors d’une plus forte
demande évaporative. La sensibilité du rythme de transpiration a la diminution du potentiel
hydrique du sol et/ou a la demande de I’atmosphére semblent étre les principaux éléments
différenciant les espéeces isohydriques et anisohydriques (Davies et Zhang, 1991 ; Buckley,
2005). Tardieu et Simonneau (1998) suggerent que le contrdle stomatique chez les especes
isohydriques serait lié a une interaction entre une signalisation hormonale (avec en particulier
I'acide abscissique) et hydraulique, alors que chez les plantes anisohydriques, les stomates
répondraient préférentiellement aux signaux racinaires. Les comportements iso- et
anisohydriques ne sont cependant pas exclusifs. Il a par exemple été démontré chez la vigne,
espéce considérée comme majoritairement isohydrique, qu’une méme variété pouvait se
comporter comme plutdt isohydrique ou anisohydrique en fonction des conditions de déficit
hydrique (intensité et durée), des conditions climatiques (température et déficit de pression de
vapeur-VPD) et du porte-greffe (Chaves et al. 2010 ; Lovisolo et al. 2010 ; Domec et Johnson,
2012).

30



1.4. L’efficience d’utilisation de I’eau et sa variabilité génétique

L’activité photosynthétique des plantes dépend du flux transpiratoire. En effet, la
fermeture stomatique limite 1’assimilation atmosphérique du CO, et entraine une diminution des
ressources en carbone de la plante que ce soit pour la croissance, pour le remplissage des grains
(ou fruits) ou pour la constitution de réserves. La notion d’efficience d’utilisation de 1’eau (WUE)
rend compte de la capacité des plantes a assimiler le carbone en fonction de la consommation en
eau. Utilisée en agronomie, I’efficience d’utilisation de I’eau est un moyen d’améliorer les
productions des plantes de grande culture ainsi que des arbres fruitiers pour des apports en eau
définis. L’efficience d’utilisation de 1’eau peut étre définie a plusieurs niveaux. Elle peut étre
représentée comme le rapport entre le carbone assimilé (A) et 1’eau transpirée par la plante (E) a
I’échelle instantanée (on parle alors d’efficience de transpiration) ou intégrée dans le temps. Dans
ce deuxiéme cas, il est nécessaire de connaitre le gain de biomasse pour une période de temps
donnée. Lefficience de 1’eau peut aussi étre représentée par le ratio entre 1’assimilation nette en
carbone, A, et la conductance somatique, gs. Ce ratio est alors nomme efficience d’utilisation de
I’eau intrinseque, WUE;. Ce parametre peut étre calculé a partir de la mesure des échanges
gazeux a I’échelle de la feuille ou encore estimé par la composition isotopique en carbone (que ce
soit la composition isotopique en *C, §”°C, ou la discrimination isotopique du carbone, A”*C)
(Farquhar et Richards, 1984 ; Guehl et al., 1995).

Bien qu’ayant des comportements transpiratoires différents, il a ét¢ montré chez la vigne
que les valeurs de la WUE; de cultivars iso- et anisohydriques étaient similaires que ce soit en
conditions d’irrigation ou de contrainte hydrique (Lovisolo et al., 2010). Néanmoins, d’autres
travaux sur vigne ont démontré qu’il peut aussi exister une variabilité génétique du &°C sous
I’incidence du stress hydrique au niveau des fruits (Gaudillére et al., 2002) ou au niveau foliaire
(Marguerit et al., 2012). De plus, des études portant sur peuplier (Monclus et al., 2006 , 2009) ou
fraisier (Grant et al., 2012) ont montré des différences significatives entre plantes stressées et non

stressées ainsi qu’une variabilité génétique dans chacun des deux traitements pour le A”°C (ou le

570).
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Il. Le pommier

I1.1. Données économiques

Le pommier est une culture fruitiere majeure des régions temperées dont la culture se
situe majoritairement entre les 50° et 35° paralléles dans les 2 hémisphéres. C’est la 3eme espéce
fruitiere la plus cultivée au monde, aprés les agrumes et les bananes. En 2012, la production
mondiale de pommes s’¢élevait a 76 millions de tonnes environ (source FAO Stat). Pres de la
moitié de la production mondiale est assurée par la Chine, avec 36 millions de tonnes, tandis que
celle de I’Union européenne représente 15% de ce total, avec environ 11 millions de tonnes de
pommes produites en moyenne pour la periode 2010-12. La production européenne est
relativement stable depuis une vingtaine d’années. La France est le troisiéme producteur
d’Europe, aprés la Pologne et I’Italie, avec 1,4 millions de tonnes produites pour 1’année 2012. La
production est majoritairement issue de trois grandes régions : le bassin Rhdne-Méditerranée, le
bassin Val de Loire et le bassin Grand Sud-Ouest (Trillot et al., 2002). Prés de 60% de la
production est assurée par les cultivars « Golden Delicious » (32%), « Gala » (17%) et « Granny
Smith » (9%), mais on observe une diversification variétale croissante, notamment avec le
développement des variétés « club » (Cripps Pink, Cripps Red), plus marginalement de terroir
(Chantecler), ou encore dédiées au mode de production biologique (Coop 43). Depuis une
vingtaine d’années, la superficie occupée par les vergers de pommiers en France est en constante

diminution ce qui se répercute sur le potentiel de production

(http://agreste.agriculture.gouv.fr/conjoncture/fruits/pomme/).

11.2. Aspects taxonomiques, historiques et cytogénétiques

Le pommier cultivé est considéré comme un hybride interspécifique, généralement
désigné par Malus x domestica Borkh. (Korban et Skirvin, 1984). Cette dénomination est sujette
a discussion et on recense beaucoup de synonymes tels que Pyrus malus L., Malus malus Britt.,
Malus sylvestris Mill. et Malus pumila Mill. (Korban et Skirvin, 1984 ; Mabberley et al., 2001,
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Juniper et Mabberley, 2006 ; Velasco et al., 2010). Bien que la dénomination Malus pumila Mill.
ait été préconisée récemment, Malus x domestica Borkh. reste la dénomination de référence dans
la base de données taxonomiques du NCBI (National Center for Biotechnology Information) et

c’est la plus utilisée actuellement (Qian et al., 2010).

Le genre Malus appartient a la famille des Rosaceae, a la sous famille des Maloideae et a
la tribu des Pyreae (incluant Pyrus sp.). Les especes du genre Malus se retrouvent a 1’état naturel
en Asie et en Europe ainsi qu’en Amérique du Nord. Leurs origines géographiques
proviendraient des régions d’Asie mineure et centrale, du Caucase, de 1’Himalaya indien, du
Pakistan ainsi que des provinces de I’ouest de la Chine (Zhang et al., 1993; Juniper et al., 1999).
Les études récentes sur la variété « Golden Delicious » ont apporté de nouveaux éléments sur la
structure du génome, 1’évolution et la domestication du pommier (Velasco et al., 2010 ; Cornille
et al., 2012). Ces éléments permettent ainsi de considérer Malus sieversii (Ledeb.) M.Roem.
comme I’ancétre commun de Malus x domestica (espéce cultivée) et de Malus sylvestris, especes
considérées comme distinctes bien que présentant de fortes similarités moléculaires (Coart et al.,
2006). La comparaison de 23 géenes appartenant au genre Malus a permis de mettre en évidence
que Malus sieversii et Malus x domesticaétaient bien de la méme espéce (Velasco et al., 2010).

Ces résultats ont été confirmés par Micheletti et al. (2011).

La majorité des variétés de pommiers cultivées sont des diploides fonctionnels (2n=34)
(Brown, 1992). Quelques variétés triploides de pommiers (3x = 51) sont également cultivées pour
la qualité ou la grosseur de leurs fruits (« Reinettes du Canada », « Jonagold »), tandis que le
statut tétraploide est tres peu répandu. Le nombre élevé de chromosomes (x=17) est supérieur a
celui des autres sous-familles des Rosaceae (x =7 a 9) (Chevreau et al., 1985). Il est aujourd’hui
reconnu que les espéces appartenant a la sous-famille des Maloideae ont une origine polyploide
(Evans et Campbell, 2002). Les données de séquencage du génome de la variété « Golden
Delicious » (Velasco et al. 2010) a la suitedes travaux d’Evans et Campbell (2002) ont confirmé
I’hypothése de 1’auto-polyploidisation. Le genome du pommier proviendrait ainsi de la
duplication, relativement récente (moins de 50 millions d’années), du génome d’un taxon
ancestral sauvage de Rosaceae apparenté a Gillenia (x=9). Velasco et al. (2010) ont proposé pour
sa constitution un modele parcimonieux impliquant un réarrangement des chromosomes, avec

ruptures et fusions, permettant d’expliquer le caryotype actuel des Pyreae (x=17) a partir d’un
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phénoméne de polyploidisation de 2 génomes (x=9) (Figure 3). La duplication d’un génome
ancestral sauvage explique la forte colinéarité des chromosomes 5 et 10, 3 et 11, 4 et 12, 6 et 14,
13 et 16, et 9 et 17 (Figure 3), tandis que les chromosomes 1, 2, 7, 8 et 15 ne semblent pas
dupliqués. La réorganisation du génome des Pyreae se serait produite avant la divergence des
genres Pyrus et Malus, et les especes de ces 2 genres présentent une identité nucléotidique de
96% (Velasco et al., 2010).

Chromosomes of the Pyreae ancestor
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Figure 3. Modéle expliquant la constitution du génome actuel de Malus. Le modele
parcimonieux implique un génome ancestral a 9 chromosomes de base évoluant vers le génome
actuel de Malus a 17 chromosomes. Une duplication du génome, suivie d’un réarrangement des
chromosomes, est proposée comme modeéle sur la base des données de séquence du génome de la
variété « Golden Delicious ». Les couleurs partagées indiquent les homologies entre
chromosomes. Les fragments blancs de chromosome indiquent I’absence de portion dupliquée.
Les parties hachurées sur les chromosomes 5 et 10 indiquent une homologie partielle (d’apres
Velasco et al., 2010).

11.3. Effets de la contrainte hydrique chez le pommier

Des bassins importants de culture des arbres fruitiers, Californie, lIsraél, zone Nord-
méditerranéenne, se sont déeveloppés selon un modéle d’agriculture intensive, avec 1’apport de

I’irrigation. Dans ces régions, durant la saison de végétation, les vergers bénéficient d’apports
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d’cau constants, pilotés pour maintenir les arbres en situation de confort hydrique. Néanmoins, le
probleme de la diminution des ressources en eau peut créer une tension entre les activités
humaines et les besoins des cultures en période estivale, notamment dans la zone
méditerranéenne (Evans et Sadler, 2008). De plus, en région aride et semi-aride (ex : Israél), la
survie de vergers est dépendante de la disponibilité en eau pour l'irrigation pendant la majeure

partie la saison de végétation (Girona et Naor., 2012).

I1.3.a. Effets sur la production

Dans les zones de production fruitiere commerciale, les performances en termes de
productivité, de taille et de qualité du fruit, de potentiel de stockage et de production a long terme
sont fortement dépendantes de 1’irrigation et de sa conduite. Plusieurs études ont montré que le
calibre des fruits est tres sensible a la disponibilité en eau (Naor et al., 1995 ; Naor, 2006 ; Girona
et al., 2010) ainsi qu’a la charge en fruits (Naor et al., 2008). La disponibilité en assimilats
constitue un facteur limitant de leur grossissement (Naschitz et al., 2010). Par ailleurs, les effets
du stress hydrique sont dépendants de la période. En effet, un stress hydrique survenant en début
de saison induit une diminution de la taille des fruits, une diminution de la nouaison et une
augmentation de la chute des jeunes fruits (Powell, 1974 ; Failla et al., 1992 ; Rufat et al., 2003).
Si un stress survient lors des phases précoces de développement, en phase de division cellulaire,
les effets seront dépendants de I’intensité du stress. Le stress hydrique agit aussi sur la qualité des
fruits. Des résultats contradictoires ont été trouvés concernant 1’effet de la contrainte hydrique
précoce sur la fermeté des fruits : le stress hydrique subi lors de la phase de division cellulaire
peut augmenter, diminuer ou ne pas avoir d’effet sur la fermeté des fruits au moment de la récolte
(Ebel et al., 1993, Mills et al., 1994 ; Mpelasoka et al., 2001a). Par ailleurs, I’augmenation de la
fermeté des fruits pourrait €tre une cause indirecte du manque d’eau. En effet, il a ét¢ montré
qu’un stress modéré survenant lors d’une phase plus avancée de développement des fruits, a
I’approche de la maturation, augmente la teneur en sucres solubles et la fermeté des fruits
(Behboudian et Mills, 1997).

Généralement, les périodes de stress hydrique coincident avec les périodes de forte
chaleur (augmentation du VPD) et engendrent donc des stress thermiques et oxydatifs pouvant
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affecter la production fruitiere. Makeredza et al. (2013) ont ainsi montré qu’un stress hydrique
favorisait les coups de soleil (plage de décoloration liée a la dégradation des pigments) sur la
variété «Cripps Pink». D’autre part, Torres et al. (2013) ont montré que la teneur relative en eau
des pommes diminuait avec la séveérité des coups de soleil chez deux variétés commerciales
« Royal Gala » et «Fuji ». L’exposition au soleil induit une accumulation de sorbitol et de
glucose et altere la forme et la fermeté des fruits. Cette étude montre aussi une forte augmentation
des concentrations internes en éthylene en conditions modeérées et séveres d’exposition au soleil,
et les auteurs suggérent que 1’é¢thyléne pourrait étre responsable de la plus faible croissance de ces

fruits par comparaison avec les fruits moins directement exposés.

11.3.b. Effet sur les cycles de développement végétatif et reproducteur

Comme pour la qualité des fruits, les effets du stress hydrique sont dépendants du cycle de
développement du pommier. Behboudian et al. (1998) ont montré qu’un stress modéré, se
produisant durant les 100 jours apres la pleine floraison, induisait une diminution de la croissance
vegétative, alors qu’un stress sévére apres cette période a peu d’effet. Cependant, durant cette
derniere peériode, si le stress se prolonge, il peut influencer la croissance, le retour a fleur et la
production de 1’année suivante (Ferree and Schmid, 1990 ; Ebel, 1991 ; Larrieu, 2004 ; Girona.,
2010a). Néanmoins, bien qu’un stress modéré puisse réduire la croissance de 1’arbre 1’année
suivante, le nombre de bourgeons floraux et la charge en fruit ne sont pas nécessairement affectés
(Girona et al., 2008). D’autre part, un stress hydrique séveére peut aussi provoquer une induction
florale supérieure et faire entrer la plante dans un cycle d’alternance de production (Mathieu,

2011).

I1.3.c. Effet sur la réponse transpiratoire

Le pommier est considéré comme une espece isohydrique (Landsberg et al., 1975 ; Jones,
1992, Lakso, 2014). Les travaux effectués sur une descendance issue d’un croisement entre

« Starkrimson » et « Granny Smith » ont montré une forte réponse stomatique au deficit hydrique
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atmosphérique (valeurs élevées de VPD) confirmant le caractére isohydrique de I’espéce.
Néanmoins, les travaux de Beikircher et al. (2013) n’excluent pas la possibilit¢ d’un passage du

comportement isohydrique au comportement anisohydrique.

La réponse a la contrainte hydrique peut étre modulée par I’utilisation de porte-greffes
tolérants (Cohen et Naor, 2002 ; Ma et al., 2010). Liu et al (2012) ont testé la réponse de
différents traits morphologiques et écophysiologiques de la variété « Royal Gala » greffée sur une
gamme de porte-greffes. Les résultats ont montré que les pommiers associés avec les porte-
greffes réputés les plus tolérants a la sécheresse présentaient une plus faible diminution de
I’assimilation, de la transpiration et de la conductance stomatique, et augmentaient de fagon
proportionnelle leur efficience d’utilisation de 1’eau (WUE plus élevée et valeur moins négative
du 8°C) comparativement aux pommiers greffés sur des porte-greffes sensibles & la sécheresse.
De plus, des études sur des porte-greffes non greffés ont montré une variabilité génétique pour les
échanges gazeux pour différents niveaux de régime hydrique (Atkinson et al., 2000 ; Ma et al.,
2010).

Dans une étude sur deux variétés greffées, Massonnet et al. (2007) rapportent qu’il existe
une plus faible conductance stomatique maximale, une plus faible transpiration foliaire, ainsi
qu’une meilleure efficience de I’eau intrinséque (WUE;) chez le cv. « Braeburn » que chez le cv.
« Fuji ». Cependant, une étude portant sur 31 cultivars de pommiers placés en conditions témoin
ou sous contrainte hydrique ne révele pas de différence significative entre cultivars pour la
conductance stomatique et le taux de transpiration (T;) contrairement a la photosynthese nette (A)
(Liu et al., 2012). Néanmoins, cette étude souligne une plus grande sensibilité de gs et T, face a la
contrainte hydrique du sol et révéle aussi des différences significatives entre cultivars pour la

WUE instantanée et & long terme ainsi que pour 5°°C.

Un autre facteur pouvant influencer le comportement transpiratoire chez le pommier est la
charge en fruits. Winsche et al. (2000) ont montré que la conductance stomatique (calculée
d’apres la mesure des flux gazeux de la feuille vers I’atmosphére) et le taux d’assimilation
augmentaient avec la charge en fruits de ’arbre. Il apparait aussi, qu’aprés la récolte, la
transpiration et la photosynthese tendent a diminuer pour retrouver le niveau des arbres témoins
sans fruits (Pretorius et Wand, 2003). Bien que la conductance stomatique soit influencée par

I’¢état hydrique du sol et la charge en fruits, et fortement corrélée au potentiel hydrique minimum
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(Naor, 1995, 2006), Doltra et al. (2007) montrent que la valeur minimale du potentiel hydrique de
tige, mesurée sur feuille non transpirante pendant la journée, est le meilleur indicateur du statut
hydrique des pommiers en conditions de stress. Par ailleurs, Naor et al. (2008) ont montré que le
potentiel hydrique minimum diminuait non seulement avec la charge en fruits mais aussi avec

I’intensité de la contrainte hydrique appliquée.

11.4. L’amélioration génétique chez le pommier

I11.4.a. Cibles actuelles

Les principaux objectifs de sélection et de création variétale chez le pommier concernent
actuellement la qualité et I’attrait du fruit, la résistance aux bio-agresseurs ainsi que la régularité
de production (Laurens et al., 2000, 2010). De nombreux programmes de sélection visent ainsi la
création de nouvelles variétés aux qualités de fruits améliorées (couleur, taille, forme, goQt et
texture), tout en gardant des capacités de conservation (Gardiner et al., 2007 ; Chagné et al.,
2013). Il est important que la balance entre ces criteres puisse étre assurée tant pour le
consommateur que pour le producteur. Afin de réduire les colts de production et le nombre de
traitements phytosanitaires durant la culture, la création de génotypes résistants aux maladies a
été considérée comme un objectif de sélection important chez le pommier. Ainsi les résistances a
la tavelure et a I’oidium constituent des criteres majeurs pour la sélection des nouvelles variétés
(Laurens, 2000 ; Trillot et al., 2002). La résistance a ces deux maladies est en effet considérée par
la recherche publiqgue comme cruciale pour les futurs cultivars, tandis que les choix de la
profession arboricole priorisent souvent la typicité et la qualité des fruits au détriment de ces
traits (Brun et al., 2008). Par ailleurs, des genes majeurs impliqués dans les résistances aux
principaux ravageurs (puceron cendré et puceron vert) et maladies (tavelure et oidium) ont été
mis en évidence (Calenge et al., 2005; Durel et al., 2009 ; Bus et al., 2010). Ceci a permis de
développer de nouveaux génotypes porteurs par exemple d’une résistance a la tavelure et
présentant une bonne qualité gustative (Laurens et al., 2005). Pour la tavelure toutefois, la
résistance introduite, due au gene Vf issu de M. floribunda, a été contournée par de nouvelles
souches de ce pathogéne (Parisi et al., 2004, Caffier et Laurens, 2005) ce qui démontre les limites
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d’une démarche basée sur la seule introduction de génes majeurs de résistance. La stratégie de
sélection est maintenant orientée vers le pyramidage de génes majeurs et de résistances partielles
(Gessler et al., 2006 ; Bus et al., 2010 ; Le Van et al., 2013). Cette nouvelle conception de la
sélection variétale a également ét¢ étendue a I’introduction de nouveaux traits d’intérét et critéres
issus de la demande sociétale. Elle aboutit a une combinaison complexe de divers critéres de
sélection qui peuvent étre regroupés dans la notion d’idéotype. Celle-ci, introduite par Dickman
(1985), repose sur la sélection de génotypes «idéaux » pour un ensemble de criteres
agronomiques, environnementaux et sociétaux (Dickman et al., 1994, Costes et al., 2009). Les
réflexions conduites sur la notion d’idéotype se doivent toutefois d’intégrer la durée des cycles de
sélection depuis la conception jusqu'a la mise sur le marché, qui est de I’ordre del5 a 20 ans, et
parfois plus dans le cas du pommier (Myles, 2013). Il est clair que durant une telle période les
caracteres ciblés changent, ce qui contraint a une démarche évolutive du sélectionneur, intégrant
les nouvelles demandes socio-économiques et/ou critéres agronomiques au fur et a mesure de leur

émergence.

I1.4.b. Prise en compte de la tolérance ou de /’adaptation a la contrainte hydrique

Dans ce contexte, la prise en compte de caractéres nouveaux, permettant 1’adaptation des
plantes au changement climatique en cours, apparait de plus en plus nécessaire, y compris chez
les arbres fruitiers. Il reste néanmoins a définir les caractéres d’intérét a prendre en compte pour
construire de nouvelles variétés possédant des caracteres de résistance ou de tolérance a de
faibles apports d’eau. En effet, chez les arbres fruitiers, le rendement en fruits n'est pas seulement
fonction de la production de biomasse comme c’est le cas pour les cultures céréalicres ou
forestieres : dans les vergers commerciaux, le potentiel de production maximale de fruits peut-
étre réduit de 50% par 1’éclaircissage afin de permettre un grossissement optimal des fruits
restants et d’assurer la qualité requise pour la commercialisation (Dennis, 2000 ; Bassett, 2013).
Par ailleurs, 1’application de différentes techniques visant a optimiser 1’'usage de 1’eau d’irrigation
permet de préserver les rendements, bien que des résultats contradictoires aient été obtenus ce qui
ne permet pas de tirer de conclusions définitives de cette approche (Ebel et al., 2001 ; Mpelasoka

et al., 2001 ; Einhorn et Caspari, 2004 ; Leib et al., 2006). L’ensemble de ces éléments montre
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aussi que la perte de rendement souvent associ¢e a une meilleure efficience de 1’eau (WUE) n’est
pas forcément Vérifiée pour les arbres fruitiers. Chez le pécher, Glenn et al. (2010) ont identifié
des variétés possédant une forte efficience d’utilisation de 1’eau sans pour autant compromettre la

production.

Tardieu (2005) rappelle I’importance de ne pas contre-selectionner la productivité en
recherchant a tout prix une plus forte efficience d’utilisation de 1’eau. Améliorer la WUE ne
permet pas nécessairement de mieux tolérer la sécheresse (Blum, 2005 ; Christmann et al., 2007).
En effet, si les vergers soumis a des périodes de stress récurrents ne sont pas capables de survivre,
le bénéfice de I’amélioration ou de la sélection pour une meilleure WUE peut étre perdu (Blum,
2009, Saledeck et al., 2009 ; Mir et al., 2012). Le turn-over des vergers et leur capacité a tolérer

des sécheresses répétées d’une année a 1’autre est aussi un facteur a prendre en considération.

Cette mise en perspective sur 1’amélioration pour la tolérance aux contraintes abiotiques,
dont la mise en ceuvre sera requise a relativement breve échéance de fagon a préparer de
nouveaux matériels génétiques pour les prochaines décennies, est cependant limitée par le
manque de méthodologies disponibles pour mesurer les réponses des arbres aux conditions
environnementales et par les incertitudes sur les évolutions du climat. Il convient toutefois de
noter que des travaux, conduits depuis quelques années par 'USDA de Kearneysville (WV,
USA), exploitent la diversité génétique du pommier collectée au Kazakhstan. Ces travaux ont
révélé la tolérance au stress hydrique de certaines especes de Malus (Bassett, 2013).

I11. Génétique des caracteres quantitatifs

La génétique quantitative est la génétique des caracteres dont 1’observation passe par une
mesure. Elle permet ’analyse des caractéres a variation continue et a déterminisme complexe,
c'est-a-dire gouvernés par plusieurs facteurs génetiques et plusieurs facteurs non génétiques (on
parle également de génétique multifactorielle). Cette approche s’applique donc a 1’étude des
mécanismes de réponse des plantes au stress hydrique qui sont des variables quantitatives. En

outre, compte tenu de son origine polyploide et de la duplication de son génome, la génétique des
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caractéres chez le pommier résulte majoritairement de déterminismes complexes, gouvernés de

facon conjointe par plusieurs zones du génome.

I11.1. Notions de génétique quantitative

A une échelle donnée, le phénotype correspond au caractéere qui est mesure et/ou estimé.
La mesure est appelée valeur phénotypique. Son expression est gouvernée par le génotype de
I’individu et par ’environnement dans lequel il évolue. Le génotype d’un individu a un locus
donné (qui est un emplacement physique précis et invariable sur un chromosome) correspond a la
combinaison des all¢les qu’il posséde a ce locus (correspondant a deux génes homologues pour
un individu diploide). Par extension, le génotype en plusieurs loci est I’ensemble des génotypes a
chacun d’entre eux. L’environnement au sens large recouvre 1’ensemble des facteurs non-
génétiques pouvant influencer 1’expression du phénotype, comme les conditions climatiques, les

pratiques culturales et les différentes contraintes subies par 1’individu.

La genétique quantitative permet de modéliser la part du génotype (G), celles de

I’environnement (E) et leur interaction (GxE) dans I’expression du phénotype (P) a travers la

relation suivante (Hanson, 1963 ; Comstock et Moll, 1963 ; Gallais, 1989) :
Pijk = 1 + Gi + Ex + (GXE)ik + €ij

ou Pjj est la valeur phénotypique de la répétition j du génotype i pour un environnement k, z est
la moyenne des valeurs phénotypiques de la population, G; est la valeur du génotype i, Ex est
I’effet de 1’environnement k, (GXE)i est I’effet de I’interaction entre le génotype i et
I’environnement k, et ejj est ’effet résiduel. Ce modele est considéré comme mixte car I’effet E
est considéré comme facteur fixe et ’effet G ainsi que I’interaction GXE comme facteurs
aléatoires. A partir de la variance de chacun des termes de ce modeéle, il est possible de calculer
I’héritabilité au sens large (h%,) du caractére considéré. L héritabilité au sens large correspond a la
part de la variabilité phénotypique attribuée aux facteurs génétiques (G) en lien ou non avec
I’environnement (GXE). Elle peut étre exprimée de la fagon suivante (Hanson, 1963 ; Comstock
et Moll, 1963 ; Gallais, 1989) :
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Ou | est le nombre de sites et r est le nombre de répétitions de chaque génotype par site. Lorsque
I’on considere uniquement 1’effet génotypique, ’héritabilité au sens large peut étre calculée a
partir de la valeur F qui est la statistique de Fisher pour I’effet génotypique dans le modéle
considéré : h3, =1 - (1/F) (Gallais, 1989). Une variable est considérée comme héritable lorsque sa

valeur d’héritabilité est supérieure a 0,2.

A partir des modeles mixtes qui permettent de décomposer les différents effets de la
valeur phénotypique, il est possible d’estimer une valeur génotypique pour la détection de QTL.
Cette valeur génotypique est appelée meilleur prédicteur linéaire non biaisé (Best Linear
Unbiased Predictor — BLUP). Par exemple, pour un modéle mixte prenant en compte en effets
aléatoires (i) I’effet du génotype et (ii) I’interaction de I’effet du génotype avec un facteur
modalité¢ d’irrigation a deux niveaux (irrigué vs non irrigué), trois séries de BLUPs seront
estimées : une série de BLUPs estimant la valeur génotypique de chacun des genotypes en
condition d’irrigation, une série estimant la valeur génotypique en condition de non-irrigation et
une série estimant la valeur génotypique de chacun des génotypes indépendamment de la

situation d’irrigation.

I11.2. La détection de QTL

I11.2.a. Principe

La détection de QTL consiste a rechercher des zones du génome (Quantitative Trait Loci
— QTL) impliquées dans I’expression d’un caracteére (ou phénotype) considéré comme héritable.
Nous avons vu précedemment que les loci sont situés a des zones invariantes des chromosomes.
Cependant, il peut exister différentes copies d’un méme géne a un méme locus. Ces différentes
formes a un méme locus sont appelées alleles. La détection de QTL correspond donc a rechercher
des loci au sein du génome (répertorié sur une carte génétique) en se basant sur 1’association

entre le polymorphisme allélique et la valeur phénotypique (qui peut étre la moyenne
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génotypique des répétitions ou encore les BLUPS). La détection des QTL nécessite une
population en segrégation présentant une large variabilité pour les caractéres considérés, ¢’est-a-
dire issue de parents qui doivent étre polymorphes pour ces caractéres afin de genérer une
variabilité génétique au sein de la descendance. De plus, il est nécessaire qu’il existe une carte
génétique pour la population d’étude. La carte génétique utilisée dans notre étude
comprendessentiellement des marqueurs microsatellites (Single Sequence Repeats - SSR). Ces
marqueurs moléculaires sont des sequences nucléotidiques d’ADN présentant des variations
(mutations de substitution, réarrangements, insertions ou délétions, ou erreurs dans la réplication
des séquences d’ADN répétées en tandem). L’application de ces marqueurs moléculaires dans les
populations en ségrégation permet de construire des cartes génétiques dont I’objectif est de
baliser le génome. Les marqueurs sont regroupes par chromosomes qui sont alors appelés
groupes de liaison (linkage groups, LG) (de Vienne, 1998). Le dernier prérequis nécessite de
pouvoir mesurer le caractére d’intérét sur I’ensemble des individus de la population (Prioul et al.,
1997).

Chez les espéces pérennes ligneuses a multiplication végétative, comme le pommier, les
cultivars parentaux sont hétérozygotes (présentant deux alléles différents pour un méme gene) et,
de ce fait, les populations de cartographie utilisées sont généralement des descendances
d’individus de premiére génération (F1). Il s’agit d’une stratégie dite de double pseudo-testcross,
initialement proposée par Grattapaglia et Sederoff (1994), dans laquelle 2 cartes parentales sont
d’abord construites sur la base des marqueurs polymorphes chez chacun des parents. Ensuite,
I’utilisation de marqueurs polymorphes chez les deux parents du croisement -généralement des
microsatellites- permet d’effectuer des « ponts » entre les deux cartes, et ainsi de les fusionner en
une seule carte dite consensus ou intégree. Les cartes ainsi construites sont utilisées pour

effectuer la détection des QTLs.

I11.2.b. Applications

La detection de QTL peut étre effectuée a partir d’une approche dite de cartographie par
intervalle (Interval Mapping : IM). L’IM se base sur 1’utilisation de plusieurs marqueurs et tire

parti de I’information issue de la construction de la carte génétique (Lander et Botstein, 1989). La
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recherche de QTL est alors effectuée dans les intervalles entre marqueurs en utilisant
I’information des marqueurs adjacents. La distance de chacun de ces marqueurs a la position
testée est lue sur la carte génétique utilisée puis convertie en taux de recombinaison en inversant
la fonction de distance de la carte. Il est alors possible d’estimer les classes alléliques a la
position testée en fonction du taux de recombinaison et ainsi de tester une association entre cette
position et le phénotype d’intérét. A chaque position testée, I’'IM calcule un LODscore
(Logarithm of the odds) indiquant la probabilité de présence du QTL a cette position. Les
LODscores sont déterminés sur 1’ensemble de la carte chromosomique et ceux dont la valeur
dépasse un seuil suggérent la présence d’un QTL dans cette partie du chromosome. La valeur
seuil est définie par un test de permutation qui utilise des sous-ensembles de données permettant
d’obtenir une distribution des LODscores maximum pour chaque permutation. En général 1000

permutations sont effectuées.

L’avantage majeur de I’IM est de pouvoir localiser des QTLs sur une carte génétique de
facon relativement précise sans nécessiter une densité de marquage élevée (Darvasi et al., 1993).
Néanmoins, une carte présentant une faible densité de marqueurs peut conduire a la détection de
QTLs ayant de larges intervalles de confiance (supérieur a 20cM), contenant donc de multiples
loci pouvant influencer le méme caractere (Price, 2006). De plus, avec cette approche, les effets

de QTLs proches sur un méme groupe de liaison sont confondus.

Afin d’¢liminer ce probleme, la cartographie de QTLs multiples (Multiple QTL
Mapping : MQM) a été développée (Jansen, 1993 ; Zeng, 1993, 1994). Cette approche, qui
combine IM et régression multiple, permet de réduire 1’erreur résiduelle du modele en absorbant
la variance génétique associée aux QTLs déja détectés. Pour cela, le marqueur le plus proche du
QTL détecté est sélectionné et est intégré au modele en tant que cofacteur dans le modéle MQM.

A Tissue de la cartographie, les QTLs détectés sont caractérisés par différents
parameétres : (i) leur position en cM (unité de mesure de distance sur un groupe de liaison)
correspondant au maximum de LODscore, (ii) les intervalles de confiance de leur position
généralement déterminés par la distance correspondant a des diminutions de LOD de 1 et 2
points, (iii) le pourcentage de variation phénotypique expliquée par le QTL dans le modéle (R?),
et (iv) les effets alléliques responsables de ce QTL : les additivités femelle et/ou male, ou encore

un effet de dominance.
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111.3. Déterminisme génétiquede la réponseau stress chez les ligneux

Chez les plantes pérennes, contrairement aux cultures céréaliéres, les bases génétiques de
la variabilité de transpiration des plantes face a la demande en eau restent peu connues. L’une des
variables les plus étudiée est la composition isotopique du carbone dans ses différentes fractions,
qui est fortement corrélée a D’efficience d’utilisation de 1’eau intrinseque WUE; (An/gsw).
Farquhar et al. (1989) ont mis en évidence les bases physiologiques de la différence
decomposition isotopique en *C, 5°C, dans les différents tissus et organes de la plante, qui est
notamment due a ’affinit¢ plus grande de la Rubisco pour le *?C, mais également & la
discrimination s’opérant en faveur du ‘?C lors des transferts. En condition de régulation
stomatique et donc de moindre disponibilité en carbone, la Rubisco est moins discriminante vis-
a-vis du 3C et fixe proportionnellement plus de **CO2 qu’en condition de pleine irrigation. Le
ABC rend compte de I’efficience d’utilisation de ’eau intrinséque WUE;, a I’échelle foliaire et
peut via ’efficience d’utilisation de ’eau a 1’échelle intégrée d’une saison ou de plusieurs années,
WUE (An/E),souvent étre negativement corrélé a la production de biomasse bien que ce ne soit
pas toujours le cas (Monclus et al., 2005, 2006, 2009). Ces éléments font du A*C une variable
d’intérét pour I’amélioration variétale visant a améliorer la WUE afin de maintenir (ou si possible
d’augmenter) les rendements en conditions hydriques défavorables. En environnement naturel,
les travaux sur pin maritime (Brendel et al., 2002), sur chataigner (Casasoli et al., 2004) et sur
chéne (Brendel et al., 2008) ont mis en évidence une variabilité naturelle pour le 53C dans ces
especes et un certain nombre de QTLs impliqués dans le contrble de ce caractere ont pu étre
détectés. Des travaux réalisés en conditions contrélées sur cotonnier (Saranga et al., 2004) et sur
saule (Ronnberg-Wastljung et al.,2005) ont montré 1’existence de QTLs communs entre les plants
irrigués et stressés, mais aussi de QTLs ne s’exprimant que dans I’une ou Dl’autre de ces
conditions pour des caractéres liés & la WUE (5C), & la croissance ou au rendement. Plus
récemment, les travaux de Marguerit et al. (2012) sur vigne ont permis de mettre en évidence sur
une descendance de porte-greffes, en conditions d’alimentation en eau variées, un certain nombre

de QTLs liés a la transpiration journaliere et a la capacité d’extraction de 1’eau du sol.
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Les études sur le déterminisme génétique pour le comportement de transpiration sont bien
souvent limitées par le choix des caractéres et par le temps nécessaire pour les mesurer. Par
ailleurs, en condition de plein champ, le phénotypage de la transpiration foliaire exige des
conditions environnementales stables pour la durée de I’expérimentation, reproductibles d’une
date a I’autre, ainsi que des moyens humains et matériels assez importants. Jones et al. (2009) ont
proposé I'introduction de I’imagerie thermique comme méthode performante et sensible pour le
phénotypage du comportement stomatique en réponse a la sécheresse en conditions de plein

champ.

V. La télédétection comme outil de phénotypage a haut debit

L’utilisation de I’imagerie pour le phénotypage a haut débit est en plein essor. Son
caractére non invasif et non destructif en fait une méthode de choix, permettant aujourd’hui la
conception d’outils d’acquisition performants. Le développement de systémes d’acquisition a
différentes échelles (de 1’individu a la parcelle) fait I’objet d’une attention toute particuliére chez
les céréales pour lesquelles des « phénomobiles » ont déja vu le jour. Il s’agit d’engins équipés
d’une rampe instrumentée de capteurs permettant d’acquérir des données dans différents
domaines du spectre lumineux et sous différents angles (Comar et al., 2012 ; Andrade-Sanchez et
al., 2014). Sur les cultures fruitieres il n’existe pas encore de programme équivalent. Cependant,
les travaux en verger pour 1’évaluation du stress hydrique par imagerie thermique montrent que
cette technologie pour le phénotypage de ces cultures est possible. Lorsqu’elle est associée a la
télédétection, il est possible de caractériser de facon simultanée un grand nombre d’individus.
Cette partie présente les principes généraux de la télédétection ainsi que différents indicateurs

utilises pour le suivi des cultures et leur intérét pour le phénotypage a haut débit.
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IV.1. Principes et notions de télédétection

Le dictionnaire des termes normalises des sciences et techniques définit la telédétection
comme étant: «I’ensemble des connaissances et techniques utilisées pour déterminer des
caractéristiques physiques et biologiques d’objets par des mesures effectuées a distance, sans
contact matériel avec ceux-ci ». De maniére plus restrictive, la télédétection se rapporte a la
détection, la mesure ou I’acquisition d’informations sur un objet ou un phénomeéne via la mesure
du rayonnement électromagnétique émis ou réfléchi par 1’objet étudié dans un certain domaine de

longueurs d’ondes (ex : visible, infrarouge, infrarouge thermique, micro-ondes).

En télédétection, chaque systeme «vecteur — capteur» peut étre caractérisé par une
résolution spectrale (nombre et largeur des bandes), spatiale (taille du pixel de 1’image) et
temporelle (fréquence de revisite). L’ensemble de ces caractéristiques détermine ainsi les
potentialités du systeme pour le suivi des couverts végétaux et I’aide a la gestion des cultures. Le
choix du couple « vecteur — capteur » est conditionné par les objectifs a réaliser. L’imagerie
satellitaire, par exemple, permet un suivi de I’évolution de la biomasse foliaire a 1’échelle des
continents sur plusieurs années, alors que I’utilisation de spectroradiométres portables de terrain
permet une prise de mesure a 1’échelle de la feuille pour étudier ses propriétés structurales ou
biochimiques. Entre ces deux extrémes, le choix de vecteurs tels que les avions, ULM, drones, ou
encore tracteurs permettent des suivis de végétation a 1’échelle régionale, locale, de la parcelle ou
de la fraction de parcelle. Pour le phénotypage a haut débit, 1’utilisation des vecteurs est
conditionnée par le type de culture étudiée, les réponses biologiques recherchées et le type de
capteur utilisé pour appréhender ces réponses. Néanmoins la haute résolution spatiale recherchée
pour ces études nécessite le choix de vecteur légers (ULM, drone) permettant de voler a basse
altitude de facon a pouvoir discriminer chaque individu, ce qui restreint le choix des capteurs car

les vecteurs Iégers ne peuvent pas embarquer des systémes d’acquisition lourds.

Les capteurs permettent de mesurer 1’énergie réfléchie ou émise par un objet. La source de
cette énergie est généralement naturelle et provient du soleil. On parle alors de télédétection
passive. Mais I’énergie peut aussi provenir d’une source artificielle comme c’est le cas pour les
radars et lidars qui vont émettre un rayonnement vers 1’objet et mesurer le signal réfléchi en

retour. On parle alors de télédétection active. La source d’énergie peut aussi provenir de 1’objet
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lui-méme, comme c’est le cas dans le domaine de I’infrarouge thermique. On mesure alors un

rayonnement émis.

Selon les domaines de longueurs d’ondes utilisés, il est possible de caractériser les
couverts végétaux pour leur état nutritionnel, leur état hydrique ou leur réponse transpiratoire aux
facteurs environnementaux (Pinter et al., 2003). La suite de cette partie présentera les domaines
optiques réflectifs et infrarouges thermiques ainsi que les principaux indicateurs utilisés pour

caractériser les couverts vegétaux.

IV.2. Applications de la télédétection aux couverts végétaux

IV.2.a. Domaine optique réflectif (du visible au moyen infrarouge)

La réflectance (ratio entre énergie réfléchieet énergie incidente) des couverts végétaux
dépend des propriétés optiques des feuilles (structure et composition biochimiques) et de leur
organisation spatiale au sein du couvert. A 1’échelle foliaire, la fraction de lumiere réfléchie dans
le domaine du visible (400 a 700nm) dépend fortement de la présence des pigments
chlorophylliens et accessoires (Figure 4). La lumiére est principalement absorbée par les
chlorophylles a et b dans les bandes rouges (~640 a 660 nm) et bleues (~430 a 450 nm) du
domaine visible et partiellement réfléchie dans la bande verte (~550 nm). A I’inverse, dans le
domaine du proche infrarouge (700 & 1300 nm) la lumiére est fortement réfléchie a cause des
propriétés structurales des feuilles. La combinaison d'une faible réflectance dans le visible et
d'une reflectance élevée dans le proche infrarouge est specifique a la veégétation. Dans la
troisieme région du domaine réflectif, le moyen infrarouge (1300 a 2500 nm), la lumiére est
principalement influencée par la teneur en eau des tissus foliaires. La réflectance dans cette
région du spectre est relativement forte pour les couverts végétaux vigoureux mais elle décroit en

cas de déshydration des tissus foliaire (Pinter et al., 2003).

48
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Figure 4. Courbes typiques de la réflectance spectrale de la vegétation. Le graphique distingue
les spectres de la végétation chlorophyllienne, du sol et de I’eau (d’aprés Lillesand et Kifer,
1987).

Les mécanismes influencant la réflectance des feuilles sont bien connus (Kumar et al.,
2001) mais restent néanmoins difficiles a interpréter a 1’échelle de la canopée a cause des
nombreuses interactions de la lumiére au sein du couvert ainsi qu’avec le sol (Ross, 1981 ;
Widlowski et al., 2004 ;Disney et al., 2006). Le principal facteur influencant la réflectance du
couvert végetal est sa structure qui est caractérisée par les propriétés optiques des feuilles
(épaisseur des feuilles, proportion de mésophile, composition de 1’épiderme, nervation ; Comar et
al., 2014), par les proprietés du couvert (densité, distribution angulaire des feuilles, agrégation ;
Sinoquet et al., 2007).

L’utilisation d’indices de végétation fournit une méthode simple pour interpréter la
réponse de la végétation a partir du spectre complexe réémis par la canopéee (Pinter Jr et al.,
2003). Le NDVI (Normalized Difference Vegetation Index), un des indices le plus utilisés en

télédétection, est calculé a partir des bandes rouges, R, et proche infrarouge, PIR : NDVI = (PIR —

49



R) / (PIR + R) (Rouse et al., 1973). Cet indice, a la fois sensible a la teneur en pigments
chlorophylliens (traduisant une capacité d’absorption de la lumiére) et a la structure du couvert
(traduisant une capacité d’interception du rayonnement) (Bégué et al., 2010) est généralement
utilisé pour estimer la biomasse des plantes ainsi que leur taux de couverture du sol (Zarco-
Tejada et al., 2005). Le NDVI a cependant tendance a saturer pour des valeurs de LAl (Leaf Area
index, indice foliaire) supérieures a 3 ou 4, lorsque le taux de couverture atteint 100% (Sellers,
1985 ; Carlson et Ripley, 1997). Différents indices ont été développés pour éviter le phénomene
de saturation du NDVI pour les forts LAIL. Ils peuvent étre basés sur le PIR comme I’EVI
(Enhanced Vegetation Index, Huete et al., 2002) ou le MCARI2 (Modified Canopy Adjusted
Ratio Index 2, Haboudane et al., 2004), ou encore uniquement sur les longueurs d’onde du visible
comme le VARI (Visible Atmospherical Resistant Index, Peng et Gitelson, 2011). Les indices de
végétation utilisant des bandes larges sont généralement utilisés pour accéder a 1’état de vigueur
des plantes, mais peuvent se réveler assez peu sensibles pour caractériser des types particuliers de
stress. Par ailleurs, un indice comme le NDVI, bien que sensible a la teneur en pigments
chlorophylliens est plutét insensible aux variations physiologiques journalieres induites par la
chaleur ou le stress hydrique dont les effets ne seront visibles que sur le long terme (Dobrowski et
al. 2005 ; Marino et al., 2014). A partir de bandes étroites du spectre lumineux, d’autres indices
ont montré de fortes corrélations avec certaines réponses physiologiques des plantes. Par
exemple, le PRI (Photochemical Reflectance Index) qui permet d’estimer les variations de
pigments du cycle des xanthophylles, se montre tres sensible aux changements rapides de
photosynthése (Gamon et al., 1997 ; Zarco-Tejada et al., 2012). D’autres indices comme le SRPI
(Simple Ratio Pigment Index), le NCPI (Normalized Pigment Ratio Index) ou le WI (Water
Index), se sont révélés respectivement corrélés a la teneur en azote, a la proportion de pigments
chlorophylliens et a la teneur en eau des feuilles (Pefiuelas et al., 1994, 1995). L’utilisation des
indices a bandes étroites présente un réel intérét pour le phénotypage au champ, car ils permettent
I’estimation de processus physiologiques fins, notamment pour étudier les effets de la contrainte
hydrique. Cependant, ils nécessitent de disposer de capteurs imageurs hyperspectraux onéreux et

souvent trop lourds a embarquer sur des vecteurs de type ULM ou drone.
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IV.2.b. Domaine de l’infrarouge thermique

En ce qui concerne I’infrarouge thermique, le rayonnement mesuré est celui émis par la
surface considérée. La loi de Stefan-Bolztman démontre que 1’émission d’un corps noir est
fortement dépendante de sa température élevée a la puissance 4. Il en est de méme pour les
surfaces naturelles, communément appelées « corps gris », pour lesquelles la loi de Stefan-
Boltzman intégre la notion d’émissivité. Pour la végétation, 1’émissivité varie généralement entre

0.95 et 0.99. Elle est donc tres proche de 1.

La température de surface, mesurée a 1’échelle de la feuille ou de la canopée par
thermographie infrarouge (i.e. par radiothermometre non imageur ou caméra) est utilisée depuis
une trentaine d’années pour le suivi de 1’état hydrique des cultures et la gestion d’irrigation des
parcelles dans les zones arides et semi arides, et depuis peu pour évaluer divers stress biotiques
(Jones, 1999 ; Chaerle et al., 2009). En effet, la température foliaire est dépendante du flux
transpiratoire qui est lui-méme régulé par les stomates. Une diminution de la conductance
stomatique entraine une diminution de la dissipation d’énergie et ainsi une augmentation de la
température foliaire. Comme il est décrit précédemment, la transpiration est influencée par les
facteurs environnementaux. En condition de plein champ, leur prise en compte est nécessaire
pour l’interprétation de la température foliaire ou de la canopée comme indicateur du statut
hydrique de la plante ou du couvert végétal. Penman-Monteith (1965) décrit 1’évapotranspiration

des couverts végétaux a partir du bilan d’énergie :

AR, — G) +22VPD
AE = a

A+y(1+9)

Dans cette equation, E est 1’évapotranspiration du couvert ; A, la densité de flux de chaleur
latente ; A, la pente de la relation considérée ici comme linéaire entre la pression de vapeur
saturante et la température ; Ry, le rayonnement net ; G, le flux de chaleur du sol ; p, la densité de
l’air a pression constante ; Cp, la chaleur spécifique a pression constante ; ra, la résistance
aérodynamique du couvert; y, la constante psychrométrique ;r. la résistance du couvert végétal et

VPD, le déficit de pression de vapeur.
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Parmi les nombreux indices développés a partir de la mesure infrarouge thermique pour le
suivi de I’état hydrique des cultures, le crop water stress index, CWSI, est de loin le plus
largement utilisé. Idso et al. (1981) ont développé 1’approche empirique du CWSI et Jackson et al.
(1981) enont posé les bases théoriques. Contrairement aux indices développés antérieurement,
celui-ci est le premier a prendre en compte les facteurs environnementaux. Le CWSI est lié au
ratio entre évapotranspiration réelle (E¢) et maximale (Enax) et varie entre 0 (pleine irrigation) et

1 (couvert végétal non transpirant). Il est calculé suivant la relation :

=)
AEy¢er _ Y Ta _ (Tnin —Ta) — (Tc = T,)

CWSI=1- = =
/1Emax A+ 14 (1 + :—C) (Tmin - Ta) - (Tmax - Ta)

Equation dans laquelle rg, est la résistance minimum du couvert, Tmin, Tmax €t Tc sont les
températures respectives de feuilles pleinement transpirantes (lower baselineou non-water-
stressed baseline), non-transpirantes (upper baseline), T, la température foliaire a un instant

donné, et T, la température d’air.
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Figure 5. Exemple de relation entre VPD et T; - T, pour le calcul du CWSI empirique. Pour tout
point C compris entre les lower et upperbaselines, le CWSI correspond au ratio entre AC et AB.
Il varie entre O (pas de stress) et 1 (plein stress).

L’approche empirique développée par Idso et al. (1981) a été trés largement utilisée car

elle nécessite un nombre limité de données de terrain et son calcul est simple. En effet, la limite
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inférieure (Tmin- To) correspond aux températures de surface observées sur un feuillage irrigué a
Emax en fonction des variations du déficit de pression de vapeur de 1’air (VPD). La limite
supérieure (Tmax- Ta) correspond a la valeur moyenne des températures maximum d’un feuillage
complétement stressé (Figure 5). L’utilisation du CWSI nécessite certains prérequis comme des
conditions atmosphériques stables (peu de vent et pas de nuages), un climat chaud et sec pour la
précision, une acquisition de la mesure 1 a 2 heures aprés le midi solaire (Idso et al., 1981,
Jackson et al., 1981 ; Gardner et al., 1992b) ainsi qu’une mesure de température de la surface
foliaire ou de canopée non influencée par le sol (cet indice est donc en principe restreint aux
cultures couvrantes). Cet indice est cependant moins adapté aux zones humides ou tempérées du

fait de trop faibles gammes de VPD (Payero et al., 2005 ; Lebourgeois et al., 2010).

Le CWSI est généralement calculé grace a des mesures de proxi-détection effectuées a
I’aide de radio-thermomeétres installés in situ, visant la canopée avec plus ou moins d’angle de
visée (pour éviter de voir le sol). Son application concerne généralement les grandes cultures car
elles possédent un couvert relativement homogene. Des travaux sur arbres fruitiers ont montré
que ’application sur pécher était réalisable (Wang et Gartung, 2010) mais que sur pommier, du
fait de la trop grande hétérogénéité de couvert, le CWSI ne constituait pas un bon indicateur du
statut hydrique des arbres (Andrews et al., 1992).

De récents travaux ont montré¢ que [’utilisation de I’imagerie aérienne permettait
I’application du CWSI a I’échelle des vergers sur différentes espéces fruitieres. La réussite de ces
études tient au fait de la haute résolution des images thermiques (25cm a 50cm), due a la basse
altitude de vol (150 a 370m) et aux cameéras thermiques a haute résolution, ainsi qu’aux espéeces
utilisées qui présentent des canopées denses et bien développées (olivier : Berni et al., 2009a ;
Calderon et al., 2013 ; amandier, abricotier et pécher: Gonzalez-Dugo et al., 2013 ; vigne :
Zarco-Tejada et al., 2013). Ces éléments ont permis de différencier des pixels purs de végétation
et ainsi d’utiliser des valeurs de température de végétation non bruitées par le signal thermique du

sol.

Cependant sur les couverts discontinus, la présence de sol vu au travers du feuillage peut
rendre plus compliquée I’interprétation du signal thermique comme indicateur du statut hydrique
des arbres. En effet, I’acquisition des images aérienne dans l’infrarouge thermique sur des

couverts discontinus peut engendrer de nombreux pixels mixtes dont la température reflétera
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celle d’un mélange entre sol et végétation, en proportions variables. Moran et al. (1994) ont
proposé une adaptation du CWSI pour ces couverts végéetaux en intégrant le taux de couverture du
sol pour I’estimation du ratio entre évapotranspiration réelle (Ersl) et maximale (Emax). Ces
auteurs se sont appuyés sur la forme trapézoidale formée par le nuage de points reliant les valeurs
de Ts-T, (en abscisse) et le taux de couverture (en ordonnée) qui peut étre approché par un indice
de végétation (NDVI par exemple) (Figure 6). La base évasée du trapéze représente la gamme
possible des températures de sol en fonction de sa teneur en eau et sa partie haute représente les
variations de températures de couverts végétaux bien développés en fonction de leur état de
transpiration. Toutes les variations de températures en fonction du taux de couverture sont
supposées étre contenues au sein du trapéze. Les quatre angles du trapéze représentent quatre
situations extrémes en termes de couverture de sol (végeétation bien développée/sol nu : angles 1
et 2 vs 3 et 4) et de statut hydrique (irrigué/non irrigué : angles 1 et 3 vs 2 et 4). La prise en
compte du taux de couverture dans les bases théoriques du CWSI permet de définir la température

des quatre angles du trapeze (Ts-Ta)n.

Pour les couverts denses et bien irrigués, la relation est:

(7 —1y, —TaFa =) r(1+3) [ e
TG A+y(1+%”) A+y(1+%”)

Pour les couverts denses en situation de déficit hydrique:

_ 173(Ry = G) y(1+r:_ax) _ VPD
(Ts =Ty, = C, *A+}/(1+%) A+Y(1+:f—:)

Pour les sols nus bien irrigués, avec une résistance de canopée, r.=0:

(R, —G) vy (VPD )

T.—T), = _
(Ts = Ta)s ¢, Aty \A+y

Pour les sols nus secs, r; = o:

ra(Rn - G)

(Ts - Ta)4 = c,
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Les limites gauches (1-3) et droites (2 — 4) qui définissent les bornes T, et Trax pour le calcul du
WDI :

AEyge1 _ (Ts B Ta) B (Tmin — Ta)

WDI =1 — =
AEmax (Tmin - Ta) - (Tmax - Ta)

Cette approche posséde cependant certaines limites. En effet, Moran et al. (1994)
montrent que I’hypothése de base de linéarité de la réponse de la température par rapport aux
taux de couverture de sol n’est valable que pour lorsque les couverts végétaux ont un taux de
recouvrement supérieur a 30-40%. De plus, le WDI a été développé pour 1I’imagerie satellitaire ou
aéroportée dont les angles de visée de dépasse genéralement pas 20° de part et d’autre de la
verticale (Moran et al., 1997). Ceci limite son domaine directionnel d’application et sous-entend
que les variations directionnelles d’ensoleillement ne sont pas considérées, ce qui impose donc
d’acquérir les images thermiques a des heures ou le soleil est assez haut dans le ciel. Luquet et al.
(2004) ont montré que plus la végétation était éparse, plus I’effet de I’angle de visée était
important sur la valeur de WDI et que I’heure d’acquisition (midi solaire ou midi solaire + 2)

avait une incidence sur ’estimation du WDI.

Le WDI est assez peu utilisé dans la littérature en comparaison avec le CWSI. Le
paramétrage assez lourd de son approche théorique peut-étre un frein a son utilisation. Différents
auteurs ont montré qu’il était possible de délimiter manuellement le trapéze sur la base des
valeurs extrémes de Ts-T, et de NDVI (Vidal et Devaux-Ros, 1995 ; Clarke, 1997). Cependant,
cette approche empirique nécessite que les images de la zone d’étude recouvrent les valeurs
extrémes de taux de couverture du sol par la végétation et une large gamme de variation de

température de ces couverts végétaux.
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Figure 6. lllustration de la forme hypothétique du trapéze. Pour un point donné, C, situé a
I’intérieur du trapeze, le WDI est égal au ratio AC/AB. E: transpiration ; ET : évapotranspiration
(d’apres Moran et al., 1994 ; Petropoulos et al., 2009).

IV.3. Variabilité génétique pour les caractéres issus de la téledétection

L’application des indices de télédétection pour le phénotypage au champ a déja fait I’objet
de quelques études. Ces expérimentations concernent surtout la télédétection de proximité via
I’utilisation de tracteurs ou autres véhicules motorisés permettant de se déplacer tout au long des
micro-parcelles ou des rangs de culture. Les espéces ciblées sont les grandes cultures telles que le
mais, 1’orge, le blé ou encore le coton. Ces travaux ont montré que des indices de végétation tels
que le NDVI, le MCARI2 présentaient de forte corrélations avec la biomasse accumulée (Comar
et al., 2012 ; Andrade-Sanchez et al., 2014). Par ailleurs, les travaux actuels montrent en général
de fortes héritabilités pour les indices de vegétation (Babar et al., 2006 ; Andrade Sanchez et al.,
2014). Ces travaux ont montré que ces indices permettaient de révéler une variabilité génétique

dans I’estimation de la biomasse accumulée a différents stades phénologiques.

Concernant I’utilisation de I’infrarouge thermique, la variable la plus utilisée chez les

céréales semble étre la variable simple Ts-T,qui peut aussi présenterune forte variabilité génétique
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(Mason et al., 2013 ; Rebetzke et al., 2013). Cependant, bien que les indices tels que le CWSI
(Grant et al., 2012) ou I’indice de conductance stomatique, Ig (Jones et al., 2009) aient pu
montrer des différences de comportement transpiratoire entre des traitments stressés et non

stressés, leur utilisation pour les analyses quantitatives n’a pas encore été rapportée.

V. Objectifs de la thése

Dans le contexte des changements climatiques actuels, avec des épisodes de sécheresse
qui vont devenir plus fréguents, la disponibilité en eau pour les usages agricoles devient une
préoccupation majeure. De ce fait, il devient nécessaire d’évaluer les impacts des contraintes
abiotiques en agriculture. Une des voies possibles passe par I’amélioration génétique, et plus
précisément, par la sélection de nouvelles variétés capables de maintenir leurs rendements dans
un contexte de restriction hydrique et/ou ayant une plus grande tolérance vis-a-vis de celle-ci. Cet
objectif d’amélioration est d’autant plus justifié pour les espéces fruiticres qu’elles n’ont pas eté
sélectionnées pour ces traits, et que I’on peut s’attendre a des pertes de production dans les

contextes agronomiques non optimaux avec les variétés actuelles.

L’¢tude de la variabilité des réponses a la sécheresse et la connaissance de ses bases
géneétiques est nécessaire pour mieux comprendre le lien existant entre phénotype et génotype, ce
qui integre I’évaluation des interactions avec I’environnement. Les avancées actuelles dans le
séquencage a haut débit des génomes permettent aujourd’hui un acces a des données génomiques
de masse, y compris sur ces especes. Les méthodes de phénotypage restent cependant peu
efficientes en termes d’acquisition de données a haut débit ce qui constitue un goulot

d’étranglement pour la recherche des déterminismes génetiques des réponses au stress.

Ce travail de thése a donc eu pour objectif d’évaluer la contribution de I’imagerie multi-
spectrale au phénotypage en verger de la réponse du pommier pour les caractéres liés a la
transpiration et a la vigueur. Le choix de I’imagerie aéroportée a été fait en s’inspirant des
avancées de D’agriculture de précision, qui rend les technologies plus accessibles (capteurs

efficientsa des prix abordables), et aussi parce qu’elle permet d’acquérir des informations

57



spectrales dans les domaines du visible, du proche-infrarouge et de I’infrarouge thermique de
facon quasi instantanée a 1’échelle de verger, avec une résolution d’images suffisante pour

distinguer les individus entre eux.

Les objectifs ainsi définis nous ont permis de définir une stratégie d’étude en trois volets

principaux consistant a :

- Mettre au point une méthode d’extraction des variables phénotypiques impliquant une
approche simplifiée pour P’interprétation du signal thermique sur couvert discontinu et
d’évaluer la pertinence des variables construites au regard de variables acquises in planta
(Chapitre 3 - Article 1)

- Etudier la contribution de I'imagerie aéroportée pour caractériser la variabilité génétique de
la réponse a la contrainte hydrique de la population d’étude STK x GS pour des variables ayant
trait a la vigueur et au comportement transpiratoire des arbres, pour 2 années consécutives
(Chapitre 3 - Article 2)

- Analyser les déterminismes génétiques impliqués dans la réponse a la contrainte hydrique a
partir des variables phénotypiques issues des images et de variables agronomiques, variables
permettant ensuite d’amorcer une recherche de mecanismes candidats et une classification
des hybrides (Chapitre 3 - Article 2, Annexe 5).
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Chapitre 2 : Matériel et méthodes







I. Matériel végétal

La population de pommiers d’étude est une descendance F1 constituée 122 hybrides, issue
du croisement des variétés « Starkrimson » et « Granny Smith » (STK x GS). Les travaux
précédents réalisées au sein de 1’équipe d’accueil ont permis de caractériser cette population pour
sa variabilité génétique pour des traits liés a la vigueur, 1’architecture (Segura et al., 2006 ; 2007),
I’alternance de production (Guitton et al., 2012), la conductance hydraulique (Lauri et al., 2011)
ainsi qu’a la régulation stomatique en réponse au stress atmosphérique (Regnard et al., 2009). Le
parent femelle, STK, est caractérisé par un port érigé avec de nombreux rameaux courts et
présentant des angles de branchements relativement fermés alors que le parent male, GS, est
caractérisé par un port tombant avec de longs rameaux et présentant des angles de branchement
ouverts. La variabilité architecturale de la descendance a été un point important a prendre en
considération dans ce travail de thése car elle a déterminé le choix de 1’indice de stress dérivé de

I’imagerie thermique pour étudier le comportement transpiratoire de la descendance.

I1. Dispositif expérimental

Le site d’étude est localisé au sein de la station expérimentale de I'INRA de Melgueil
(situé dans le sud de la France ; N43°36, E03°58). En février 2007, quatre réplicats des 122
hybrides et de leurs deux parents ont été greffés sur porte greffe M9 et distribués de facon
aléatoire un rang sur deux (deux rangs contigués posseédent les mémes génotypes, Figure 7,
Annexe 3). Les 520 arbres ont été plantés sur 10 rangs et orientés nord-ouest / sud-est avec un
espacement de Sm entre les rangs et de 2m entre les arbres d’un méme rang. Un couvert de
fétuques élevées (Festuca arundinacea) est présent dans lesinter-rangs sur une largeur de 2,5m.
Un entretien régulier de cet inter-rangenherbé a été effectué¢ afin d’éviter un recouvrement des
zones de terre situées sous les pommiers. De plus au sein des rangs de pommier, le sol a été
désherbé afin de prévenir le développement des adventices. Lors des premieres années de

croissance tous les rameaux longs situés sous une hauteur de 1m ont été supprimés pour prioriser
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le développement de 1’axe principal. Chaque année, un éclaircissage chimique et manuel a été
réalisé afin de limiter la production de fruits et éviter la casse des branches. Le contrble des
maladies et des ravageurs a été réalisé avec des méthodes classiques conformes aux pratiques

professionnelles.

L’irrigation a été assurée par un systeme de micro-asperseurs installés dans les rangs de
pommiers (1 distributeur / arbre). En début de saison végétative, 1’irrigation a été appliquée sur
I’ensemble des rangs pour assurer une pluviométrie de 3mm/jour et a ensuite été ajustée en
fonction de la demande évaporative. Le suivi de I’irrigation a été réalisé avec des sondes
tensiométriques situees au centre de la parcelle ainsi qu’au pied de certains arbres. Chaque année,
a partir de la deuxiéme semaine de juillet (8 juillet), I’irrigation a été maintenue sur la moitié des
arbres (2 réplicats/génotype), alors que I’irrigation a été stoppée sur 1’autre moitié, permettant
I’apparition d’une contrainte hydrique progressive. Les arbres ont été soumis a cette contrainte

durant une période de 7 a 8 semaines.

Figure 7. Photographie du verger expérimental (A, photos a 300m d’altitude) et plan de la
parcelle (B, présentant la disposition des hybrides).

Une centrale micro-météorologique, située au centre de la parcelle, a permis la mesure du

rayonnement global (Ry), du rayonnement photosynthetiquement actif (PAR), de la température
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(Ta) et de I’humidité de I’air (HR), de la vitesse de vent (u) et des précipitations. Les capteurs sont
situes a 3,20m au-dessus du sol au niveau de la frondaison des arbres. Les données sont scannées
toutes les 30 secondes, moyennées sur un intervalle de temps de 10 minutes et stockées par une
centrale d’acquisition Campbell Scientific CR10X. Une cartographie de résistivité du sol a été
réalisée en mars 2009 montrant que le sol de la parcelle (aux profondeurs de 0 a 50cm et de 50
a100cm) pouvait étre considéré comme spatialement homogéne pour sa capacité de rétention en
eau (Annexe 1). Par ailleurs les analyses pédologiques ont révélé un sol ne présentant pas de
discontinuité majeure (Annexe 2). Les horizons L1 (0 a 30cm) et L5 (30 a 65 cm) présentent une

texture équilibrée, enrichie en argile, peu caillouteuse et légérement calcaire (Annexe 2).

I11. Descripteurs utilisés pour les plantes

Des mesures de routine ont été effectuées chaque année sur les arbres de la parcelle par
I’équipe d’accueil. Tous les mois de février, le diametre du tronc de chacun des arbres a ainsi été
mesuré 15cm au-dessus du point de greffe. D’autre part, les fruits ont été récoltés pendant la
derniére quinzaine du mois d’ Aot avant la reprise d’irrigation, indépendamment de la date réelle
de maturité (a partir de mi-septembre). Pour chaque arbre, le nombre de fruits ainsi que leur poids

frais (kg/arbre) ont pu étre déterminés.

En 2011, des mesures de potentiels hydriques de tige ont été réalisées a I’aide d’une
chambre a pression sur 12 a 20 arbres juste apres le survol de la parcelle (une a deux heures avant
le midi solaire). Pour ce faire, deux heures avant le vol, des feuilles a ’ombre situées prés du
tronc ont été sélectionnées sur un échantillon d’arbres irrigués et non irrigués puis confinées dans
des sacs en plastique recouverts par des feuilles d’aluminium dans le but de stopper la
transpiration et d’éliminer le gradient de potentiel hydrique entre la feuille et la branche. Les
mesures de potentiel hydrique de tige ont été effectuées dés le passage de 1’avion et elles ont été

réalisées pendant un intervalle de temps variant d’une heure a une heure et demie.
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IVV. Campagnes d’acquisition d’images 2010 et 2011

Ce travail de thése a porté sur les campagnes d’acquisition réalisées en 2010 et 2011.
Trois vols ont été réalisés chaque année durant la période estivale. En 2010, le premier vol a eu
lieu le 16 juillet, 8 jours apres 1’arrét de 1’irrigation et les deuxiéme et troisiéme vols ont eu lieu le
3 et 17 aodt, respectivement 26 jours et 40 jours aprés I’arrét de I’irrigation. En 2011, les vols se
sont déroulés le 21 juin (17 jours avant arrét de I’irrigation) le 22 juillet et le 11 aoQt
(respectivement 14 et 34 jours apres 1’arrét de ’irrigation). Le tableau 1 présente les détails des
conditions environnementales au moment des vols pour les deux années. Ces vols ont permis
d’acquérir des images dans les domaines du visible (Rouge, Vert et Bleu - RVB), du proche
infrarouge (PIR) et de I’infrarouge thermique (IRT). Les images RVB et PIR ont été acquises a
une résolution de 3cm et celles dans I’IRT a une résolution de 30cm pour une altitude de vol de

300m.

Les vols ont été effectués par la société 1’Avion Jaune®. Le systeéme d’acquisition des
images RVB et PIR a consisté en deux appareils photographiques numériques Canon® (Eos
400D ou 500D, Tokyo, Japan) dont I'un a été modifié pour la prise de vue dans le proche
infrarouge (Lebourgeois et al., 2008). Les images thermiques ont été acquises a 1’aide d’une
caméra thermique FLIR B20HSV (FLIR Systems Inc., Wilsonville, USA). Les détails des
réglages des différents capteurs, des conditions de vol ainsi que les résolutions initiales des
images sont présentées dans le tableau 2. Les capteurs visibles, PIR et IRT étaient disposés dans
I’ULM ou I’hélicoptere de fagcon a effectuer des acquisitions au-dessus de 1’essai avec une visée
verticale. Des exemples d’acquisition d’images dans le PIR et IRT sont visibles a la fin de cette

section (Figure 11).
Au moment des vols, le dispositif au sol était composé de :

- 9 mires (cibles) recouvertes d’aluminium géo-référencées a 1’aide d’un DGPS (GPS
différentiel). Ces cibles mises en place sur des points fixes comparables d’une date a
I’autre. La géolocalisation des images acquises sur la base de ces mires a permis

d’assembler et/ou superposer les images acquises dans les différentes longueurs d’ondes ;
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- une cible «chaude » (bache bleu foncé, 4x3m) et une cible «froide » (polystyréne,

2x2.4m) dont les températures ont été mesurees au sol par un radio-thermometre portable

(Fluke 574) au moment du vol afin de les comparer avec les données de températures

issues des images thermiques, pour la campagne de 2011.

Tableau 1. Conditions environnementales des six vols réalisés en 2010 et 2011. Les valeurs ¥%
sont les potentiels hydriques de sol de 6 arbres représentatifs, moyennés pour les profondeurs de
30 et 60cm, pour les traitements WW et WS.

Variables Units 16/07/2010 03/08/2010 17/08/2010 21/06/2011 22/07/2011 11/08/2011
Solar time hh:mm 11:40 10:40 09:50 10:00 10:00 09:20

Ry W.m2 - - 782.20 (114.23) 472.83 (33.89) 770.67 (3.27) 599.27 (102.85) 705.00 (0.00)

TC%ir °C 29.72 (0.12) 28.08 (0.42) 23.78 (0.30) 26.91 (0.19) 26.58 (0.33) 26.85 (0.49)

HR % 44.06 (1.44) 32.97 (1.03) 37.88 (2.57) 58.72 (0.75) 27.96 (0.33) 31.80 (-1.86)

WPD kPa 2.34 (0.04) 255 (0.10) 1.83 (0.11) 1.47 (0.04) 2.51 (0.06) 241 (0.19)

u mst 2.01 (0.07) 2.72 (0.26) 1.86 (0.10) 1.99 (0.36) 1.73 (0.28) 0.78 (0.32)

TTwoww | _h'/l;a' T[T ooes (0054) 0053 (0.028) 0066 (003 0022 (0012) 0046 (0.039) 0024 (0.036)

Y, WS -0.099 (0.035) -0.133 (0.017) -0.172 (0.022) -0.031 (0.021) -0.078 (0.037) -0.130 (0.048)

Tableau 2. Systéemes d’acquisition des images en 2010 et 2011. Réglages des capteurs et
altitudes de vol pour chacune des acquisitions aériennes ; résolution des images dans le visible
(RGB), le proche infrarouge (NIR) et I’infrarouge thermique (TIR).

16/07/2010 03/08/2010 17/08/2010 21/06/2011 22/07/2011 11/08/2011
Flight altitude 350m 330m 480m 300m 300m 300m
Sensors
RGB Canon 400D Canon 500D Canon 500D Canon 500D Canon 500D Canon 500D
Canon 400D Canon 500D Canon 500D Canon 500D Canon 500D Canon 500D
NIR modified modified modified Modified modified modified
(74 5nm filter) (74 5nm filter) (74 5nm filter) (745nm filter) (74 5nm filter) (745nm filter)
Imageur Imageur Imageur Imageur Imageur Imageur
TIR FLIR B20HSV FLIR B20HSV FLIR B20HSV  FLIR B20HSV  FLIR B20HSV FLIR B20HSV
Setting
RGBSensibility ISO 100 ISO 100 ISO 100 ISO 100 ISO 100 ISO 100
S 1/1250 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000
speed
Aperture F5 F2.8 F2.8 F3.5 F3.5 F35
NIR Sensibility| ISO 100 ISO 100 ISO 100 ISO 100 ISO 100 ISO 100
Shutier 1/1250 1/2000 1/2000 1/2500 1/2000 1/2000
speed
Aperture F5 F2.8 F2.8 F3:5 F3.5 F35
Initial pixel size
(cm)

RGB 5%5 3%3 5%5 3%3 343 343
NIR 5*5 3%3 5%5 3%3 3%3 3%3
TIR 30*30 35*35 53%53 30%*30 30%*30 30%*30

Atmospherical
correction for TIR no no no Yes Yes Yes
image
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V. Traitement desimages

Cette partie présente les différentes étapes du prétraitement des images acquises
permettant d’en extraire une information spectrale caractérisant chacun des arbres de la parcelle
(Figure 8). La mise au point méthodologique a représenté une part importante de la thése et elle a
conditionné les résultats obtenus. Deux logiciels principaux ont été utilisés pour travailler sur les
images : ArcGIS Desktop 10.0 (Esri) et Erdas Imagine 9.3 software (Intergraph Corporation,
Huntsville, USA).

Entre 1’acquisition des images et I’extraction de I’information spectrale utile pour le
phénotypage, un certain nombre d’étapes ont été nécessaires afin de pouvoir analyser les
données. Les premicres ¢étapes concernent [’extraction des données des capteurs,
I’orthorectification (avec pour références les mires aluminisées) pour I’ensemble des images
acquises dans les différents domaines les domaines du spectre (visible, proche infrarouge ou
infrarouge thermique). Ces étapes ont ¢été réalisées par 1I’Avion Jaune®. Les étapes de
normalisation radiométriques (RVB et PIR), de corrections atmosphériques (IRT) présentées dans
la suite de cette partie concernent les trois dates de I’année 2011, qui ont servi a la réalisation du
premier article (Chapitre 3 - Article 1). Les résultats de ces normalisations sont présentés a titre
d’exemple. Les étapes de création d’images multicouche ainsi que de définition des zones
d’intérét qui ont été choisies pour extraire les valeurs phénotypiques pour chacun des arbres de la

parcelle sont présentées a la suite de cette partie.
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Visible (RVB) Proche—Infrarouge Infrarouge thermique

(PIR) (IRT)
Extraction des images Extraction + conversion Kelvin en degré Celsius
Ortho-rectification ortho-rectification (références images RVB et
(référence coordonnées gps des mires) référence coordonnées gps des mires)
I_____i____'__________._____’_______"______i_____-
1 Si parcelle en 2 ou 3 images : étape de mosaiquage :
IL Reconstitution de la parcelle en une image ‘I
Normalisation Correction atmosphérique
radiométrique entre dates Normalisation 7,

!

Calcul indices de
végétation

Image T.-7,

Création d’une image
multicouche

Figure 8. Flowchart retracant les étapes de ce traitement depuis leur extraction jusqu’a la création d’une image multicouches a partir
d’images prise par avion.
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V.1. Normalisation radiométrique relative auximages visible et proche infra-rouge

La normalisation radiométrique consiste a égaliser les images acquises dans une
longueur d’onde donnée sous différentes conditions d’éclairement et/ou a partir de capteurs
ayant une sensibilité différente (dans notre cas les capteurs CANON 400D et 500D), de facon
a les rendre comparables d’une date d’acquisition a une autre. Cette étape est nécessaire
lorsque ni le coefficient de calibration absolu, ni la mesure de la radiation incidente n’est
disponible. Une méthode empirique basée sur I’utilisation de cibles invariantes sombres et
claires dans I’image a été utilisée (Schott et al., 1988 ; Lebourgeois et al., 2008). Les cibles
choisies dans la scéne d’étude peuvent étre des routes, des aires de stationnement ou des

batiments.

Dans notre cas il a été assez difficile de définirdes cibles invariantes sur les images
acquises. En effet, le verger d’étude est situé au milieu d’autre cultures sans présence
d’infrastructures permettant d’étre utilisées comme cibles potentielles. Les cibles qui ont été

considérées sont donc :

- Les cibles initialement prévues pour les corrections atmosphériques (polystyréne blanc et
bache bleue sombre),

- Quatre zones de sol nu de teintes différentes,

- Une borne en béton,

- Une voiture de couleur sombre et mate présente lors des trois dates.

Pour chacune des classes de cibles, les valeurs des pixels de ces cibles ont été extraites
aprées avoir vérifié que leur réponse spectrale était bien homogenepour obtenir les valeurs de
pixel en compte numérique (CN) pour chaque bande spectrale (rouge, vert, bleu et proche
infrarouge : R, G, B et PIR). La deuxiéme date d’acquisition de 2011 (22/07/2011) a été
définie comme référence. Pour chaque longueur d’onde une régression a été effectuée entre
les valeurs de CN des cibles de la date de référence et les valeurs de ces mémes cibles aux
dates 1 et 3 (Figure 9). Les droites de régressions obtenues ont ensuite été utilisees comme

fonction de correction entre les dates a corriger et la date de référence.
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Figure 9 : Droites de régressions pour les corrections radiométriques entre dates. Les graphes
présentent les valeurs de compte numérique (CN) des cibles invariantes a la date de référence
(22/07/2011) et les CN de ces mémes cibles aux deux autres dates d’acquisition pour chaque
bande spectrale :rouge, vert, bleu et proche infrarouge (A, B, C, D).

Afin d’appréhender ’ampleur de la correction appliquée pour la normalisation

radiométrique, un coefficient de variation moyen a été calculé avant et aprés la correction,

pour chaque type de cible, et pour chaque bande spectrale en prenant en compte les trois dates

(Tableau3). Dans la majorité des cas, la normalisation radiométrique a permis de réduire le

coefficient de variation et donc la variabilité inter-dates des cibles invariantes. Les droites de

corrections ont alors pu étre appliquées aux bandes RVB et PIR a la date 1 et a la date 3 afin

de créer de nouvelles images normalisées et comparables entre elles.
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Tableau 3. Coefficients de variation (%) moyens entre les trois dates. Valeurs avant et apres
corrections radiometriques pour chacune des cibles invariantes et dans chacune des bandes
spectrales.

Rouge Vert Bleu PIR

Corrections
voiture avant 5.4 7.5 5.6 3.4
apres 2.5 3.8 3.8 1.3
polystyréne avant 15.1 15.2 14.0 10.5
apres 14.1 17.1 15.8 9.6
bache avant 6.6 10.0 8.7 4.8
apres 2.8 3.8 4.7 1.1
sol nu avant 8.2 10.0 7.6 6.1
apres 4.8 5.2 3.9 3.5
chemin 1 avant 5.1 5.9 4.2 6.1
apres 3.9 4.9 3.5 2.8
chemin 2 avant 10.7 12.5 9.3 8.8
apres 3.3 3.3 2.3 3.0
chemin 3 avant 9.2 10.5 7.5 6.8
apres 2.4 34 3.0 1.5
béton avant 6.5 7.4 5.4 6.1
apres 2.7 3.5 2.6 0.4

V.2. Corrections atmosphériques des images infra-rouge thermique

L’atmosphere joue un réle important sur I’interprétation du signal thermique. En effet,
les images aériennes acquises dans I’infrarouge thermique présentent des températures de
surface différentes de celles observées simultanément au sol. Ceci est lié a la présence de
I’atmosphére entre la cible et le capteur qui regoit : (i) le signal émis par la surface, qui est
atténué par I’atmosphere, (ii) une part d’émission atmosphérique incidente réfléchie par la
surface observée et atténuée par ’atmosphére et (iii) une part d’émission propre a
I’atmosphére. La différence de température captée et observée est aussi influencée par la
distance du capteur a la surface observée (Suguira et al., 2007). La méthode de correction
atmosphérique utilisée dans ce travail de thése s’appuie sur celle proposée par Lebourgeois et

al. (2008D).

A chaque date de vol les températures acquises au sol sur les cibles « froide »
(polystyréne), « chaude » (bache) et sur du sol nu ont été comparées a celles obtenues a partir

des images thermiques. A partir de ces données une régression linéaire a été calculée entre la
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température acquise au sol et la température de surface issue de I’image. L’équation de la
droite de régression a été ensuite appliquée aux images thermiques afin de les corriger des
effets de I’atmosphére. La température de I’air mesurée sur la parcelle au moment du vol est
enfin soustraite a chaque pixel de I’image IRT corrigée des effets de 1’atmospheére pour créer
une image représentant la variable Ts-T,.
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Figure 10. Relation entre les températures de surface acquises au sol sur des cibles
(polystyréne, bache, sol nu) et celles issues des images thermiques.

V.3. Calcul des indices spectraux

Au cours de cette thése plusieurs indices spectraux ont eté calculés pour caractériser le
couvert des pommiers de I’essai en termes de vigueur et de comportement transpiratoire ainsi
que leur réponse a la contrainte hydrique. Chacune des bandes des images RVB et PIR
acquise par les capteurs numériques constitue une bande large du spectre lumineux et a
restreint le choix des indices de végétation a ceux qui ont déja été calculés a partir de larges

bandes dans la littérature. Trois indices de végétation ont donc été calculés.
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- Normalized Difference Vegetation Index (NDVI, Rouse et al., 1973). Cet indice a été

calculé a partir des bandes rouge et proche-infrarouge :
NDVI = (PIR—R) / (PIR + R)

- Vegetation Atmospherically Resistance Index (VARI, Peng et Gitelson, 2011). Cet indice
a été calculé a partir des bandes vertes et rouges :

VARI = (G- V) /(G +V)

- Simple Ratio Pigment Index (SRPI, Lebourgeois et al., 2012). Cet indice a été calculé a

partir des bandes bleues et rouges :
SRPI=B/R

A partir des images thermiques, un premier indice, T¢-T,, décrit précédemment a été utilisé et
a permis avec le NDVI de construire le trapéeze VIT (Vegetation Index — Temperature) pour le
calcul du WDI. Les détails de cette construction sont abordés dans le premier chapitre de
résultats (Chapitre 3 - Article 1).

V.4. Création d’une image multicouche

Chacune des images étant géo-référencée, il est possible d’empiler les clichés des
différentes bandes spectrales pour créer une image a n couches (RVB, PIR, T¢-T, et indices
spectraux) a chacune des dates. Avant cette opération, la résolution initiale des images RVB,
PIR et de I’image des indices de végétation (3 a 5 cm) a été degradée pour rejoindre celle des
images thermiques (30 ou 40 cm selon les dates) afin d’obtenir pour chaque pixel de I’image

multicouches une matrice de n valeurs.
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V.5. Création d’une zone d’intérét dans chaque arbre pour I’extraction des valeurs

spectrales

Une fois les corrections et les normalisations effectuées sur les images RVB, PIR et
IRT, et celle des indices spectraux calculés, il reste a extraire les valeurs des pixels pour les
différentes couches des images pour chacun des 520 arbres de la parcelle. Pour cela, une zone
d’intérét de 60cm de rayon a été tracée a partir du centre de la couronne des arbres
(dénommeée zone tampon 60) (Figure 11 A). La taille de la zone tampon a été choisie car elle
représentait un compromis entre les arbres les plus volumineux et les plus faibles en
dimension de couronne. Chaque zone tampon a été identifiée avec (i) la position de ’arbre sur
la parcelle, (ii) son numéro de rang et (iii) son numéro de génotype. A partir de la zone
tampon 60, les valeurs maximum, minimum, moyenne et 1’écart-type des valeurs de pixels de

chaque arbre ont été extraites pour chaque couche de I’image.

Au cours de ce travail de thése, une autre zone tampon, dénommée « zone tampon
large » a été créée manuellement, entourant la zone tampon 60 de chaque arbre (Figure 11 B).
La zone tampon large possede les mémes caractéristiques en termes d’identifiants que la zone
précedente. Elle différe de celle-ci par le fait qu’elle englobe la totalité de 1’arbre ainsi qu’une
partie du sol nu des rangs et inter-rangs. La réunion des 520 zones « larges » a permis de
constituer une zone tampon large pour I’ensemble de la parcelle, dont la géométrie est
commune a toutes les images. Elle a permis de réduire le nombre de pixels de sol nu de
I’image pour la construction des trapezes vegetation index / temperature (VIT) et de permettre
le calcul du WDI. Les résultats obtenus sont présentés dans le premier chapitre de résultats
(Chapitre 3, Article 1). Par ailleurs, les valeurs de differents indices spectraux (moyennes de
NDVI, Ts-T, et WDI et I’écart type de TsT,) des zones tampon 60 et large ont été extraites pour
évaluer I’impact de ces 2 zones sur les valeurs des indices spectraux. Ces résultats ont fait

I’objet d’une affiche scientifique au congrés EPSO de Fribourg en 2012 (Annexe 5).
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Figure 11. Zone tampon permettant d’extraire les variables phénotypiques. Les zones 60 (A)
et large (B) permettant d’extraire les variables phénotypiques (indices spectraux) pour chacun
des arbres de la parcelle. (C), composition colorée en fausses couleurs (PIR, R, V) de la
parcelle et (D), image de Ts-T, au 11/08/2011, date pour laquelle les pommiers des rangs non
stressés (froids, en gris trés sombre) et stressés (chauds, gris plus clair) sont particulierement
différenciés.
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V1. Analyse génétique

Sur la base de six dates de collecte d’images et d’indicateurs plantes, réparties sur
deux années d’observation, un grand nombre de variables ont pu étre analysées. Ces variables
se répartissent en trois catégories : indices de végetation (NDVI, SRPI, VARI), indice de stress
(WDI et Ts-T,), et variables acquises in planta (diametre a la base des troncs, fructifications
annuelles et potentiel hydrique de tige a la mi-journée). Pour chaque variable, des différentiels
entre arbres de contrbles et arbres stressés ont aussi été calculés. Au final, trente-six variables

ont été définies.

La stratégie d’étude a consisté (i) a analyser les corrélations entre variables, (ii) a
construire des modeles linéaires mixtes pour chacun d’entre elles (iii) a extraire les Best
Linear Unbiased Predictors (BLUPs) de ces modeles et (iv) a procéder a une détection de

QTL sur la base d’une carte génétique préalablement réalisée dans I’équipe.

L’analyse des corrélations a porté sur le jeu de donnée complet des deux années. Cette
analyse a pris en compte la valeur génétique moyenne de chacune des variables pour les
arbres stressés et irrigués confondus, pour les arbres irrigués et stressés pris séparément ainsi
que pour le différentiel entre les deux conditions. Le coefficient de corrélation de Pearson a

été utilisé pour cette analyse.

La phase de modélisation avait pour objectif de prendre en compte les effets de dates
et d’années en facteurs fixes sur les variables phénotypiques, les effets génotypiques étant
guant a eux considérés comme aléatoires. Les interactions entre facteurs ont également été
considérées et une phase de sélection du « meilleur » modéle pour chaque variable a été
réalisée sur la base des critéres bayésiens AIC et BIC. Les analyses de génétique quantitative
ont permis de tester la significativité d’un effet du génotype et d’extraire le « Best Linear
Unbiased Predictor » (BLUP) correspondant, pour chaque variable analysée. De plus,
I’héritabilité au sens large, correspondant au rapport de variance génétique sur la variance
phenotypique totale, a été calculée pour chaque variable, sur la base des estimations des effets

génétiques, d’interactions et résiduels de ces modéeles.

La derniere étape de cette démarche a consisté a détecter des Quantitative Trait Loci
(QTL), en mettant en correspondance les variations phénotypiques et génotypiques a celles

des marqueurs moléculaires dont 1’hétérozygotie et la ségrégation avait permis le
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positionnement sur une carte génétique consensus de la population d’étude. La détection de
QTL a été realisée de facon classique en recherchant des effets significatifs entre classes
alléliques aux marqueurs, puis le long des groupes de liaison, par interval mapping (IM).
Lorsque plusieurs QTL étaient révélés pour une variable, un modéle linéaire a été construit
pour tester I’existence d’interaction entre les marqueurs les plus proches de chacun des QTLs
(ou effet d’épistasie). Les effets des classes alléliques ont été examinés de fagon a dégager les
effets parentaux majeurs, de méme que les pourcentages de la variance phénotypique ou
génotypique expliquée par chaque QTL, ou par leur ensemble, pour un trait donné. Cette
étape s’est achevée par I’exploration de quatre zones QTLs qui ont été détectées pour les
réponses a la restriction hydrique (différence S / NS) et dont les intervalles de confiance
étaient suffisamment étroits pour screener la séquence correspondante du génome de
référence de Golden Delicious. Cette exploration a été focalisée sur la recherche des genes
impliqués dans la regulation de la fermeture des stomates, notamment ceux relatifs & la voie
de I’acide abscissique. Elle s’est révélée fructueuse et a permis de mettre en évidence une
premiére liste de génes candidats pour ces mécanismes. L’ensemble de ces analyses est
Zéme

détaillée dans le 2™ article de la partie résultats (Chapitre 3).
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Chapitre 3 : Résultats







I. Indicateurs de stress issus de I’imagerie thermique aéroportée pour le
phénotypage au champ d’une population d’arbres hétérogenes pour sa

réponse a la contrainte hydrique

Résumé : Le phénotypage au champ de la réponse des plantes a la contrainte hydrique
constitueun goulot d’étranglement pour les programmes d’amélioration génétique. L’imagerie
thermique aéroportée peut contribuer a dépassercette limite dans la mesure ou elle permet
d’évaluer le statut hydrique d’un grand nombre d’individus simultanément. Cependant, la
présence de pixels mixtes sol-plante dans les images acquises sur les couverts hétérogenes
complique I’interprétation de la température de végétation. L’indice de stress hydrique WDI
(Water Deficit Index = 1 — ETele/ETmax) proposé par Moran et al. (1994) pour lever cette
difficulté a été comparé dans ce travail a I’indice (Ts-T,) calculé comme la différence entre la
température de surface du couvert (Ts) et celle de I’air (T,). Comme la paramétrisation des
équations théoriques permettant de calculer le WDI est délicate, surtout quand cet indice
concerne des génotypes présentant une forte hétérogénéité architecturale, une procédure
statistique simplifiée, basée sur la régression quantile, a été proposee pour délimiter les bornes
d’un trapézoide dans un graphique représentant les valeurs d’un indice de végeétation en
fonction de Ts-T,. La sensibilité de I’indice WDI aux variations des valeurs de référence
humide et séche (bornes latérales du trapéze) a ete évaluée en fonction du caractere plus ou
moins resserré de 1’intervalle de confiance. Les différents indicateurs de stress étudiés, établis
a partir d’une série d’images multispectrales aéroportées acquises dans les domaines VIS, PIR
et IRT (Visible, proche infrarouge et infrarouge thermique) sur une population de 122
pommiers hybrides sous deux régimes d’irrigation a permis de discriminer significativement
les deux statuts hydriques induits. A chacune des dates d’acquisition, la méthode de calcul du
WDI par régression quantile a permis une délimitation plus aisée du trapéze, tandis que le
calcul théorique de ses bornes latérales a donné des résultats peu probants, avec superposition
de I’'une ou I’autre des bornes au nuage de points, aboutissant a des valeurs non fiables de
I’indice. Au champ, une fois la contrainte hydrique établie, les différents indicateurs de stress
(WDl guantile, WDlinsorique €t Ts-Ta) acquis lors des journées de vol ont pu étre corrélés
lineairement avec les potentiels hydriques minimaux de tige mesurés in planta sur des feuilles
non transpirantes, pour un sous-ensemble de génotypes de la population. L’indice Ts-T, s’est
montré trés sensible a la demande évaporative de I’atmosphere, ce qui limite sa pertinence
pour les comparaisons temporelles. En conclusion, le WDI calculé par regression quantile
s’avere le plus approprié pour une utilisation dans le cadre du phénotypage.
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Abstract

As field phenotyping of plant response to water constraints constitutes a bottleneck for breeding programmes, airborne
thermal imagery can contribute to assessing the water status of a wide range of individuals simultaneously. However,
the presence of mixed soil-plant pixels in heterogeneous plant cover complicates the interpretation of canopy temper-
ature. Moran’s Water Deficit Index (WDl = 1-ET../ET,,..), which was designed to overcome this difficulty, was compared
with surface minus air temperature (T,~T,) as a water stress indicator. As parameterization of the theoretical equations
for WDI computation is difficult, particularly when applied to genotypes with large architectural variability, a simplified
procedure based on quantile regression was proposed to delineate the Vegetation Index-Temperature (VIT) scatterplot.
The sensitivity of WDI to variations in wet and dry references was assessed by applying more or less stringent quan-
tile levels. The different stress indicators tested on a series of airborne multispectral images (RGB, near-infrared, and
thermal infrared) of a population of 122 apple hybrids, under two irrigation regimes, significantly discriminated the tree
water statuses. For each acquisition date, the statistical method efficiently delineated the VIT scatterplot, while the
limits obtained using the theoretical approach overlapped it, leading to inconsistent WDI values. Once water constraint
was established, the different stress indicators were linearly correlated to the stem water potential among a tree sub-
set. T~T, showed a strong sensitivity to evaporative demand, which limited its relevancy for temporal comparisons.
Finally, the statistical approach of WDI appeared the most suitable for high-throughput phenotyping.

Key words: Drought, evapotranspiration, Malus x domestica Borkh., phenomics, remote sensing, surface temperature,
temperate fruit species, vegetation index, water deficit index (WDI).

Introduction

According to current climate change models for the 21st century,  breeding programmes for many crops, and new traits will need
increases in average temperatures are expected, with longer or  to be taken into account. As water is a major factor in plant
more frequent episodes of extreme temperatures and drought, productivity, optimizing water use by improving plant water
notably in the Mediterranean basin (IPCC, 2007; Giorgi and use efficiency and/or stress tolerance will become an increas-
Lionello, 2008). Climate change will lead to a reconsideration of  ingly important issue for many crops (Hamdy er al, 2003;
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Condon et al, 2004). Breeding programmes focused on these
targets are currently being developed for the cereal crops that
are of major importance for food purposes, such as wheat, rice,
and maize (Braun et al., 2010; Fischer et al, 2011; Masuka
et al, 2012). Such studies are rarely performed for woody
perennials, although some studies on genetic determinism of
traits related to water use and drought tolerance improvement
have been undertaken for forest trees [e.g. in Popudus, Dillen et al.
(2008) and Monclus ez al. (2009); in Quercus, Brendel ez al. (2008)
and Roussel e7 al. (2009)]. Water use and/or drought sensitivity
in fruit trees also need to be thoroughly studied because sustain-
ability of fruit production is highly dependent on the availability
of water resources (Sircelj e al, 2007). However, for these spe-
cies, water resource research to date has focused on irrigation
scheduling and crop management rather than on plant breeding
for better use of water (Naor, 2006; Wang and Gartung, 2010).

Thermal infrared (TTR) remote sensing is increasingly being
used to assess crop transpiration and water stress in annual
crops and fruit crops (Berni er al, 2009; Alchanatis et al.,
2010; Gonzalez-Dugo et al., 2012). As the temperature of any
plant organ depends on the balance between incoming energy
and energy loss, including the latent heat loss resulting from
transpiration, measurement of leaf temperatures permits
estimation of the flux of water loss and stomatal regulation
(Jones er al., 2009). Typically, an increase in the difference
between the leaf surface temperature and the air temperature
is interpreted as a sign of a decrease in transpiration flux, i.e.
a decrease in the ratio of actual to potential transpiration.
Nevertheless, as plant stomatal control can be more or less
pronounced and can occur over the short term, the regula-
tion of water loss by stomatal closure and the importance of
transpiration limitation under water deficits depend on plant
species. Tardieu and Simonneau (1998) classified plant behav-
iours into two main categories, isohydric and anisohydric,
based on stomatal regulation. Facing water deficits, isohydric
plants efficiently reduce stomatal conductance (g,,) in the
presence of decreasing soil water potential (¥) and/or drier
atmospheric conditions, which contributes to saving water and
maintaining a relatively constant midday leal water poten-
tial (¥)) regardless of drought conditions (McDowell ef al.,
2008). In contrast, anisohydric plants allow the midday ¥, to
decrease with both higher evaporative demand and lower ¥,
while maintaining a stomatal aperture, which favours carbon
acquisition (McDowell et al., 2008). As genetic variability of
stomatal regulation can be expressed at the intraspecific level
[e.g. in grapevine, Gaudillére ef al. (2002); in apple, Massonnet
et al. (2007)], TIR imagery appears to be a promising tech-
nique for phenotyping plant tolerance to water stress [in
grapevine and rice, Jones ef al. (2009); in potato, Prashar ef al.
(2013)]. More generally, phenotyping based on multi-spectral
or hyper-spectral imagery shows promise as a non-invasive
method of screening a wide range of individuals in a short
period of time. This potentially high-throughput approach
is compatible with next-generation sequencing technolo-
gies, which allow genome-wide and high-density genotyping
(Berger et al., 2010; Fiorani and Schurr, 2013).

Numerous indices have been developed to assess crop water
stress from canopy surface temperature (7)) data acquired

in signal or imagery mode, from aerial platforms (satellites,
aircraft, and unmanned aerial vehicles) or sensors installed
directly in fields to observe crop canopies (White ez al., 2012).
T, minus air temperature (7,) is a raw variable that is easy to
extract from images, but it is sensitive to radiative conditions,
wind speed, and vapour pressure deficit (Maes and Steppe,
2012). Temporal comparisons of plant responses to drought
based on this variable require that ambient conditions are con-
trolled (Berger er al., 2010) or remain mostly unchanged dur-
ing experiments (Idso et al., 1981). The crop water stress index
(CWSI) is one of the most commonly used indices in field
water stress studies and irrigation scheduling applications.
It takes into account the ambient meteorological conditions,
including the vapour pressure deficit, which also influences the
canopy temperature. CWSI was empirically developed by Idso
et al. (1981) and theoretically defined by Jackson ez al. (1981).
With this index, the upper and lower limits of the differences
in the canopy and air temperatures can be used to estimate
the minimum and maximum evaporation and represent dry
and wet references, respectively. Based on the CWSI concept,
Jones er al. (2009) developed the stomatal conductance index
(1), which estimates stomatal conductance from the canopy
temperature and some meteorological parameters, and these
authors assessed the potential of TIR imaging to pheno-
type the response of crops to water constraints. However, the
application of CWSI is limited to full-cover vegetation, and
I, requires measurements and calibrations (wet and dry refer-
ences) at the leaf level, which may depend on genotype and
limits their applications for high-throughput phenotyping.

The presence of mixed soil-plant pixels is a recurring prob-
lem when thermal imagery is applied to phenotyping hetero-
geneous covers (Maller et al., 2007; Jones et al., 2009; Hackl
et al., 2012). It is generally considered that using the vegeta-
tion surface temperature directly is risky, because the weight
of mixed or soil pixels in porous plant cover can create a shift
towards the soil surface temperature (Jackson et al, 1981).
Various image preprocessing methods based on filtering of
RGB images can be applied to exclude mixed pixels. However,
these methods are time-consuming and can also be subjective
because they depend on the threshold chosen (Giuliani and
Flore, 2000; Jones er al., 2002; Moller er al., 2007; Hackl er al.,
2012). An automated procedure that uses a watershed segmen-
tation analysis to select pure vegetation pixels in TIR images of
palm trees has recently been proposed by Cohen et al. (2012).
However, as shown by Hackl ez al. (2012), distinguishing pure
pixels of vegetation from mixed soil-plant pixels does not
always improve the quality of the regression between canopy
temperature and plant water status indicators such as the leaf
water potential in maize for cover fractions above 60%.

To overcome these limitations, Moran et «l. (1994) devel-
oped the Vegetation Index—Temperature (VIT) concept, which
facilitates the application of CWSI to partial vegetation cover.
The VIT concept is based on the trapezoidal shape formed by
the relationship between the difference between the surface
and air temperature (7,—7,) and a vegetation index (VI) that
represents the crop cover fraction. The vertices of the trap-
ezoid correspond to (1) well-watered full-cover vegetation,
(2) water-stressed full-cover vegetation, (3) saturated bare
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soil, and (4) dry bare soil, as shown in Fig. 1. Theoretically,
all variations of crop water stress for different vegetation
cover should plot within this trapezoid, even if linearity of
the lateral boundaries constitutes a simplifying assumption
(notably for low vegetation cover) (Maes and Steppe, 2012).
For each point inside the trapezoid, the Water Deficit Index
(WDI) can be calculated on the basis of the distances to the
left and right boundaries, which are considered to be wet and
dry references, respectively. By using this approach, the T T,
of a given plant is corrected from soil effects by VI according
to the cover porosity. Like CWSI, WDI is related to the ratio
of actual (ET,,) to maximum (ET,,,) evapotranspiration
(WDI=1-ET,,/ET,,, and it takes the VPD into account.
The value of WDI that is normalized between the left and
right boundaries ranges from 0 for a well-watered crop tran-
spiring at the maximum rate to | for a severely water-stressed,
non-irrigated crop.

Theoretical calculation of the trapezoid envelope vertices
requires information on numerous physical and meteorologi-
cal parameters and knowledge of the vegetation type (Moran
et al., 1996). Consequently, this method is not easy to use
operationally because of difficulties in its parameterization
(Vidal and Devaux-Ros, 1995; Clarke, 1997) and because
some inputs can be sensitive to local conditions or to the
crop structure (Heilman et al., 1996; Rana and Katerji, 1998).
When using this approach for phenotyping, large variability in
the plant architecture of the studied population may further
complicate the parameterization of the theoretical equations.
Moreover, the parameters’ values are generally typical values
derived from the literature and not adapted to every type of
crop or variety. The trapezoidal shape of the scatterplot can
also be manually delineated based on VI and 7T, pixel val-
ues (Vidal and Devaux-Ros, 1995; Clarke, 1997). However,
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Fig. 1. The hypothetical trapezoidal shape developed by Moran

et al. (1994) resulting from the relationship between the plant surface
temperature (T;) minus the air temperature (T,) and the vegetation index
(NDVI or SAVI) used to represent the crop cover fraction. Vertices 1 to 4
represent extreme states of vegetation development and the evaporation/
transpiration rate. For a given point C in the scatter plot, WDI is equal to
the ratio between AC and AB. WDI values vary from Q for well-watered
conditions (fully transpiring vegetation) to 1 for water-stressed (no
transpiration).

to be relevant, this empirical approach requires that TIR and
vegetation index images encompass the extreme 7,7, and
VI values of dry/wet vegetation and soil. This requirement
can be satisfied when working at a low spatial resolution with
satellite images covering large areas, but a well-designed field
set-up is necessary when imagery of higher spatial resolution
(generally applied to smaller areas) is chosen, allowing each
individual to be distinguished in phenotyping studies.

In this study, a statistical approach based on quantile regres-
sion is proposed to facilitate the delineation of the trapezoidal
shape of the VIT scatterplot. This new approach is assumed
to allow the application of WDI to field phenotyping of a tree
population showing heterogeneous vegetation cover in response
to water constraints. This statistical method as well as the theo-
retical method and the basic index, T,~T,, were tested on air-
borne multispectral images (RGB, near-infrared, and thermal
infrared) of a population of 122 apple hybrids, characterized
by their architectural variability (Segura et al., 2008). The sta-
tistical and theoretical methods were compared with respect
to their ability to delineate the VIT scatterplot under different
environmental conditions, and their ease of implementation in
the context of high-throughput phenotyping. The sensitivity
of the WDI to changes in wet and dry references was tested by
varying the levels of quantile within the statistical approach.
The different stress indicators were compared in order to assess
(1) their sensitivity in response to soil drought and (ii) their rel-
evance to efficiently reflect the evolution of tree water status in
comparison to the stem water potentials.

Materials and methods

Field experiments and meteorological measurements

The studied apple tree population consisted of progeny derived from
a ‘Starkrimson’ x ‘Granny Smith’ cross and was characterized by
strong variability in tree vigour, architectural traits (Segura et al.,
2008), biennial bearing (Guitton ef al., 2012), hydraulic traits (Lauri
et al., 2011), and stomatal and photosynthetic traits in response to
vapour pressure deficit (Regnard er al, 2009). In February 2007,
four replicates of 122 hybrids and their two parents were grafted
onto M9 rootstock and randomly distributed in an experimental
field at the INRA Melgueil experimental station (in the southeast
of France, N43°36, E03°58). The 520 trees were planted along 10
rows oriented northwest—southeast, with an inter-row spacing of 5
m and a 2 m spacing within the rows. A tall fescue (Festuca arundi-
nacea) cover, 2.5 m wide, was sown in April 2007 in the inter-rows
to create grass alleys. The grass was regularly mowed, and its bor-
der approached the vertical projection of the largest tree canopies.
Within the tree rows, the soil was chemically weeded in the spring to
prevent adventitious plant development. The field plot was irrigated
using a system of microsprayers located in the rows, with one 201h™!
emitter per tree. A summer drought treatment was applied on two
repetitions per genotype beginning on 8 July (corresponding to day
of year, DOY, 189) to 5 rows out of 10, resulting in progressive water
stress (WS) for these trees because the summer rainfall was very lim-
ited (Fig. 2). The five WS rows were alternated with five other rows
of trees that were well watered (WW). Irrigation of the WW trees
was scheduled on the basis of the soil water potential (v, at 30cm
and 60cm depths) measured in a representative area of the field. It
was performed twice a week from DOY 131 to 203 using an amount
of water corresponding to ~3mm per day and then three times a
week from DOY 204 onward with an amount of water correspond-
ing to ~6.5mm per day (Fig. 2).
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Fig. 2. Meteorological and water management data relative to the field phenotyping experiment during the 2011 summer season. Black arrows represent
the airborne image acquisition dates (dates 1, 2, 3). Air temperature, VPD and wind speed are averaged for each day.

Table 1. Environmental conditions for each image acquisition

date®

Variable Units Date 1 Date 2 Date 3
Solartime  hh:mm 10:00 10:00 09:20

R, wWm? 770.67 (3.27) 599.27 (102.85) 705.00 (0.00)
Tur °c 26.91 (0.19) 26.58 (0.33) 26.85 (0.49)
RH % 58.72 (0.75) 27.96 (0.33) 31.80(1.86)
VPD kPa 1.47 (0.04) 2.51 (0.06) 2.41(0.14)

u ms” 1.99 (0.36) 1.73(0.28) 0.78(0.32)

W, WwW MPa -0.022 (0.012)  -0.046 (0.039) -0.024 (0.036)
W, WS MPa -0.031 (0.021)  -0.078 (0.037) -0.130 (0.048)

@ Atmospheric values are means (and SD) over intervals of 12min,
corresponding to three periods of flight over the experimental plot.
s values are average measurements taken at soil depths of 30 and
B0 cm for six WW trees and six WS trees just before the flights.

The trees were left unpruned during the entire experiment.
Control of pests and diseases, tree fertilization, and fruit thinning
were performed by conventional means, consistent with professional
practices, throughout the study. Automated soil resistivity profiling
conducted in March 2009 showed that the soil of the trial plot (at
depths of 0-50cm and 50-100cm) could be considered spatially
homogeneous in terms of its water-holding capacity.

The environmental conditions were monitored using meteorologi-
cal sensors that recorded the global radiation (R,), air temperature
(T,), air humidity (HR), air vapour pressure deficit (FPD), wind
speed () and rainfall. These data were scanned every 30 s, aver-
aged over 10-min intervals, and stored using a Campbell Scientific
CR10X data logger. During the airborne image acquisition, the data
collected were averaged over 2 min intervals. Table 1 presents the val-
ues of R,, T,, HR, and u, averaged over the 12-min image acquisition
periods during three flights, the corresponding ¥"PD values, and the
average values of 1y, measured for six WW trees and six WS trees at
30- and 60-cm depths just before the flights.

Image acquisitions
The image acquisition system consisted of an ultra-light aircraft
equipped with two EOS 500D (Canon®, Tokyo, Japan) commercial

digital cameras (15.1 Megapixel CMOS sensor) with 35-mm lenses
and one FLIR B20HSV (FLIR Systems Inc., Wilsonville, USA)
thermal infrared camera (320 % 240 matrix). The spectral sensitivity
of the two digital cameras was measured in the laboratory with a
monochromatic source 1.2 nm wide (Déliot ef al., 2005). One camera
acquired visible images in the red, green, and blue (RGB) bands. The
second was modified according to Lebourgeois er al. (2008, 2012) to
obtain images in the near-infrared band (NIR). The settings of the
two cameras (aperture, F3.5; shutter speed, 1/2000; and sensitivity,
1SO100) remained unchanged throughout the experiment, except
on the first acquisition date (shutter speed of the NIR camera:
1/2500). Images were acquired in raw format and, after correction
of vignetting effects, digital numbers (DN) for each spectral band
were retrieved by decoding the images, as described in Lebourgeois
et al. (2008). For the TIR camera, the radiation detected over the
spectral range of 7.5-13 pm was considered equivalent to the sur-
face temperature, assuming a target emissivity equal to unity. As the
TIR images were acquired 2 h before solar noon with a narrow-angle
lens (72mm) and a vertical view, the effects of shadows and direc-
tional radiance were minimized (Jones er a/., 2009). The TIR images
acquired had a radiometric resolution of 0.1°C and an absolute pre-
cision of 2°C. All cameras pointed in the same vertical direction,
and their shutters were synchronized to a single trigger.

Three flights were performed during the summer of 2011, on DOY
172 (date 1, 17 days before the beginning of the drought treatment),
203, and 223 (dates 2 and 3, and 14 and 34 days, respectively, after
the beginning of the drought treatment). Consequently, on the first
acquisition date, the WS trees had not yet been subjected to water
constraint. The image acquisitions took place in the early phase of
stomatal regulation, at approximately 10:00 GMT, early enough to
prevent atmospheric disturbance caused by thermal wind that fre-
quently arises after this hour. The images were acquired at an eleva-
tion of 300 m and had a 3cm resolution in RGB and NIR, and a
resolution of 30em in TIR (40¢m for the third acquisition date). At
this altitude, the orchard (100 x 60 m) was covered by 1 or 2 images.

Nine aluminium targets were distributed around the periphery and
within the experimental field for image geolocation (Fig. 3). A differ-
ential Global Positioning System (DGPS) was used to determine the
precise position of each target, which was easily located in the thermal
images due to the low emissivity of aluminium. Ground surface tem-
peratures were acquired simultaneously for a cold target (Styrofoam:
2x2 m), bare soil, and a hot target (dark plastic cover: 4x4 m) via
airborne acquisition to correct for atmospheric effects on the airborne
TIR images. Temperature measurements at the ground level in the field
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were performed using a Fluke 574 hand-held infrared thermometer
(Fluke Corporation, Everett, USA) with a resolution of 0.1°C and a
precision of 0.75°C.

Measurement of stem water potential

Stem water potential was chosen for use as a measure of the trees’
water status (Doltra ez al., 2007). Measurements of stem water
potential (v, stem) were performed using a pressure chamber
(Model 3005 Soilmoisture Equipment Corp., Santa Barbara, USA)
on 12 trees on dates 1 and 2 and on 20 trees on date 3. Shaded leaves
located near the trunk were selected and confined in a plastic bag
covered by aluminium foil for 2h before the measurement to stop
transpiration and eliminate any water potential gradient between the
leaf, stem, and branches (Goldhamer and Fereres, 2001). Pressure
chamber measurements began immediately after the airborne image
acquisitions, and required 1-1.5h to accomplish.

Spectral image preprocessing and vegetation index
computation

The image preprocessing operations were performed with Erdas
Imagine 9.3 software (Intergraph Corporation, Huntsville, USA).
A vignetting correction was applied to the NIR images according
to the method described by Lebourgeois ez al. (2008). Geometric
distortions in the RGB and NIR images were corrected using ortho-
rectification based on a second-order polynomial model and the
geo-located aluminium targets as references. To correct the effects

N/

of (i) differences in solar radiation on the different dates and (ii) a
quicker shutter speed on date 1 for the NIR camera, a radiometric
normalization based on invariant field targets was performed for
dates 1 and 3 in each spectral band, with date 2 as a reference, so
that the acquisitions would be comparable from one date to another.

After orthorectification based on both the RGB and NIR images
and the geo-located aluminium targets, the TIR images were cor-
rected for atmospheric effects using ground surface temperatures
acquired for the bare soil and hot and cold targets, as described previ-
ously. 7,—T, images were obtained by subtracting the air temperature
acquired simultaneously from each pixel value of the TIR images.

The normalized difference vegetation index (NDVI: Rouse er al.,
1973) was used to estimate the crop cover fraction and was calculated
as follows: NDVI = (NIR - R) / (NIR + R), where R and NIR are
the digital values recorded by the cameras in the red and near-infrared
bands, respectively. Bidirectional reflectance distribution heterogeneity
was generally assumed to be effectively normalized through band ratio
indices (Colwell, 1974). In our case, the images were acquired at 10:00
GMT (high sun elevation), with a limited lens field of view (35mm);
thus, the calculated NDVI was assumed to limit most of these direc-
tional effects. As NIR and R corresponded to DN, the range of NDVI
values obtained in this study did not correspond well to the typical val-
ues mentioned in the literature for NIR and R that correspond to reflec-
tance values. The spatial resolution of the NDVI images was degraded
from 3 to 30cm to match the TIR image resolution on dates 1 and 2 and
from 3 to 40cm to match the TIR image resolution on date 3.

For each of the 520 trees, a zone of interest larger than the
crown, common to each of the three dates and containing balanced

Zone of interest
(pixels scatterplot)

60 cm radius buffer
(mean values)

Aluminium targets

WS row

WW row

Hot target

Cold target

Fig. 3. NDVI (A, C) and T.—-T (B, D) images of the apple orchard on date 2. Zones of interest, larger than individual tree canopies, were manually drawn
and merged to compute the field study mask, with delineation based on NDVI images (C) and then applied to T,-T, images (D). For each individual tree, a

60-cm-radius buffer (representative zone) was located at the tree centre.
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proportions of ground and tree vegetation, was manually drawn to
serve as a study mask (Fig. 3). This study mask was used to avoid
the influence of the distribution of the scatterplot in the determina-
tion of the left and right envelopes, using a statistical method to
limit the weight of dry grass or bare soil pixels for the inter-rows.
After merging the 520 zones, the pixel values of NDVI and T,-T,
were extracted from the resulting mask of the whole field plot and
used to obtain the VIT scatterplot for each date. Representative
NDVI and T-T, values were also extracted for each individual tree
from a circular buffer with a 60-cm radius around the centre of the
tree. Given the 30 or 40cm resolution of the images, each buffer
contained 12-16 pixels. For each tree, mean NDVI and 7T, were
used to compute statistical and theoretical WDI values (hereafter
referred to as WDI_qr and WDI _t, respectively) for each tree and
each date.

Theoretical approach to WD calculation

In the theoretical VIT approach developed by Moran ez al. (1994),
vertices of the trapezoid constitute four extreme states of vegeta-
tion cover and water status, as described previously (Fig. 1). WDI
is computed as the ratio of distances AC/AB, where AC and AB
correspond to (T, T,) — (T T, )] and (T T,y ) — (T T, )],
respectively. (7,7, ) and (15T, ya) represent the wet and dry
references, respectively, of WDI. These temperature references
depend on the NDVI value (Fig. 1), For each vertex, the (T,—T,),
value (the subscript i refers to vertices 1 to 4 in Fig. 1) is based on
physical energy balance equations and can be computed as follows:
For well-watered dense vegetation:

r,
y[1+'—"]
w (R -G a
(L—L),:'(C )x rr - VPDr (1)
' Aty|14+-" A+y{l+iJ
rll a

where r, is the aerodynamic resistance (s m '), R, is the net radiation
(W m?), G is the soil heat flux density (W m?), C, is the volumetric
heat capacity of air (J °C"' m ), y is the psychrometric constant (kPa
°Ch, r,, and r,, are the canopy resistances to vapour transfer for fully
transpiring and fully stressed cover, respectively (s m'), VPD is the
air vapour pressure deficit (kPa), and A is the slope of the saturated
vapour pressure-temperature relationship (kPa °C!). The parameters
v and A are computed from equations in the FAO 56 database.

For water-stressed dense vegetation:

F,
Y1+
n(R,—G I yrPD
(5,-1,),=2(F=C), - @
’ Aty a1t
ta ry

For water-saturated bare soil, where canopy resistance r, = 0:

- (R —
(T'_T")]:n“( .~G) v __[veD 3)
C, A+y [(A+y
and for dry bare soil, where r, = o
n(R,-G
(T,-T.), =% 4)

v

The net radiation R, was computed from the classical expression
for the surface radiation budget:

R,=(1-a)x R, +R,—¢eoT} (5)

In eqn 5, @ is the surface albedo [assumed to be equal to 0.18,
0.16, and 0.24 for vegetation, saturated bare soil, and dry bare soil,
respectively, according to Bsaibes e al. (2009)], R, is the incoming
shortwave solar radiation (W m 2), R, is the atmospheric radiation,
computed as described by Brutsaert (1975) and equal to 0.83 for our
conditions, & is the surface emissivity (0.98, 0.95, and 0.92 for vegeta-
tion, saturated bare soil, and dry bare soil, respectively; Fuchs and
Tanner, 1968; Mira et al., 2007), ¢ is the Stefan-Boltzmann constant
(5.67 10 * W m 2> K %) and 7} is the radiative surface temperature (K).
The soil heat flux density G was computed from R, with G equal to
0.15 % R, for vegetation, 0.3 ¥ R, for saturated bare soil and 0.5 x
R, for dry bare soil (Idso et al., 1975).

The aerodynamic resistance r, in egns | to 4 was computed as
defined by Thom and Oliver (1977). The equation proposed by these
authors is well suited to low-wind speed conditions (Jackson er al.,
1988) and was therefore adopted for use in this study because the
measured wind speed u was always less than 2 m s~ during the image
acquisitions (see Table 1):

{ln( B d)]l
- (©)
n=472x~— "0

1+0.54u

In eqn 6, z is the anemometer height (3.2 m), u is the wind speed
(ms™), d is the zero-plane displacement (e.g. for apple trees, 2.49 m;
Mihailovic er al.. 2010), z, is the roughness parameter (e.g. for apple
trees, 0.24 m; Mihailovi¢ et al., 2010), and / is the maximum vegeta-
tion height (3.5 m). The values r,, and r., depend on stomatal closure
and can be determined {rom the stomatal resistance (r,) and the maxi-
mum leaf area index (LAI): r, = r,/ LAl (Moran et al., 1994). A value
of 4 was assumed for the maximum LAI. The minimum stomatal
resistance in the WW condition (r,,) was taken to be 38 s m! [ev.
Granny Smith in Liu ef ¢/ (2012)] and the maximum value was taken
tobe 1171 sm' in the WS condition (r.,) (team data, unpublished).

Statistical approach to WDI calculation

Quantile regression is a method for describing the relations between
variables for all portions of a probability distribution (Koenker and
Bassett, 1978), This method was used in this study in order to eas-
ily define wet and dry references of the trapezoid envelope of 7,-T,
vs NDVI for each acquisition date. The left and right boundaries
(oblique lines 1-3 and 2-4 corresponding to the wet and dry refer-
ences, respectively, as shown in Fig. 1) were obtained by calculating
the quantile regression of T.-T, as a function of NDVI. We applied
six quantile levels for the left (0.1, 0.5, 1, 2, 3, and 4%) and right (99.9,
99.5,99, 98, 97, and 96%) boundaries, thereby delimiting 99.8, 99, 98,
96, 94, and 92% of the scatterplot. The horizontal upper and lower
limits of the scatterplot were determined from the maximum and
minimum observed values of NDVI. WDI values were calculated
for each pair of left and right boundaries obtained from the differ-
ent quantiles and designated as WDI_n (n representing the interval
percentage). The calculations were carried out using the quantreg
software package (R Development Core Team 2008), developed by
Koenker (2008).

Statistical analysis

Analyses were performed for 464 trees, i.e. for 116 genotypes repli-
cated four times. Six genotypes, for which one of the four replicates
died, were not taken into account. All the experimental data were
analysed with the R software v.2.13.2. After normality and homo-
scedasticity tests, analyses of variance (ANOVA) were performed to
test (i) the effect of WDI computation method on responses of WW
and WS trees, (ii) the drought effect at each date for NDVI and the
different water stress indicators, and (ii1) the date effect on WW and
WS trees for the same variables. The quality of the linear regres-
sions between T,-T,, WDI_qr and WDI_t and the plant stem water
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potential was assessed using the coefficient of determination (R?) for
each date and all dates confounded.

Results
VIT trapezoid envelope computation

Plots of NDVI versus 7,7, for the three dates are presented
in Fig. 4 for each pixel of the study mask (VIT scatterplot:
grey points). The theoretical method was applied to deline-
ate the VIT scatterplot for the three image acquisition dates
(Fig. 4 A, C, and E, respectively). The left boundary correctly
delineated the scatterplot (grey points) for dates 1 and 2 only
(Fig. 4A and C). In contrast, the left boundary overlapped the
scatterplot for date 3 (Fig. 4E), excluding approximately one
quarter of the scatterplot. The right boundary delineated the
right part of the scatterplot satisfactorily for date 3 (Fig. 4E)
but overlapped it for dates 1 and 2 (Fig. 4A and C). The theo-
retical left and/or right boundaries did not satisfactorily delin-
eate the scatterplot for any of the acquisition dates. However,
for dates | and 2, the majority of the points representing the
average values of NDVI and T.—T, per tree (white and black
circles) were included in the trapezoid. In contrast, for date 3,
a number of the average values of NDVI and 7T, for the
WW trees were located outside the left border of the theoreti-
cal envelope, leading to out-of-range WDI values (see below).

With the statistical method (Fig. 4B, D, and F), various
trapezoid limits were obtained depending on the quantile
levels used. Lines delimiting the left and right boundaries
overlapped the scatterplot slightly, increasingly as the per-
centage of the scatterplot used in the quantile regression
decreased. However, for each date, the computed boundaries
delimited all the average values of NDVI and T~ T, per tree.
The left boundaries obtained with the different quantile lev-
els used in the regression converged at the upper left part of
the scatterplot (corresponding to vertex 1; see Fig. 1) while
the right boundaries diverged at the upper right part of the
scatterplot for each date (vertex 2, Fig. 1). The values for the
WW trees were mostly located in the upper left part of the
scatterplot, near the convergence point (Fig. 4B, D, and F).
In contrast, the values for the WS trees were located in the
upper right half of the scatterplot, near the different right
boundaries whose divergences could affect the WDI values
of the WS trees. When different water regimes were estab-
lished, on dates 2 and 3, data points corresponding to WW
and WS trees appeared clearly separated.

Influence of left and right boundaries

Influence of the trapezoid boundaries, obtained using the sta-
tistical method, on WDI distribution and mean values was
studied for each date for the WW and WS trees using box-
plots (Fig. 5A, C, and E; and Fig. 5B, D, and F, respectively).
Regardless of the unsatisfactory results obtained using theo-
retical trapezoid delineation, the WDI_t values obtained were
also included in these comparisons.

The ranges of tree WDI values obtained by the theoretical
method (WDI_t) were larger than the ranges obtained from

the different quantile regressions for date 1 (Fig. 5A and B)
and were comparable to the ranges of WDI_92 values for
dates 2 and 3 (Fig. 5C, D, E, and F). The means of WDI_t
values were significantly higher than those of the different
WDI_qr values for dates 1 and 2, whatever the water regime
(Fig. 5A, B, C, and D), and lower for date 3 (Fig. 5E and F).
The low and even negative values of WDI_t obtained in WW
trees for date 3 can be explained by the overlapping of the left
theoretical boundary on a portion of the points correspond-
ing to the WW trees (Fig. 4E). The mean WDI_t presented
inconsistent values regardless of the water treatment applied:
the mean values obtained on date 1 for the WW and WS trees
(0.55 and 0.57), before water stress, were unexpectedly greater
than that for the WS trees (0.38) on date 3 (when water stress
was well established).

The range of statistical WDT values computed from the dif-
ferent quantile regression (WDI_gr) for each date decreased
as the percentage of the scatterplot taken into account
increased, for both the WW and the WS trees. When only
the mean WDI_qgr value of each quantile was considered, no
significant differences were observed for the WW trees for any
of the three dates (Fig. 5A, C, and E) or for WS trees for
the well-watered conditions on date 1 (Fig. 5B). In contrast,
on dates 2 and 3, the mean WDI_qr values of the WS trees
decreased significantly when the percentage of the scatterplot
increased (Fig. 4D and F). It remained nevertheless higher
than in WW trees.

Influence of environmental conditions. drought and
date effects

The effects of irrigation regime and observation date on WW
and WS trees are presented in Table 2, considering different
phenotypic variables, As these effects were similar on all the
WDI_qr values, only the WDI_qr computed for the maxi-
mum and minimum quantile used are presented.

The drought effect was tested considering the different
experiment dates separately. For date | (DOY 172), where
irrigation regime in WW and WS tree was not differentiated
(see v, in Table 1), no significant differences were observed
for any of the variables. The effect of drought was significant
only for date 3 for NDVI with lower value for WS trees. The
drought effect was significant (P < 0.001) for dates 2 and 3,
with an increase in the values of each variable related to water
status, T,~7T,, WDI_qr, and WDI_t.

The date effect is analysed thereafter for WW and WS trees
separately (Table 2). For NDVI, a date effect was observed,
with a significant increase of mean values from date 1 to
date 3, whatever the water regime. The temporal increase of
NDVI values between these dates was slightly less in WS trees
(+0.024) than in WW trees (+0.039). Concerning 7T, the
mean value observed for date 1 for WW trees (about 6°C)
was more elevated than those observed on the same trees for
dates 2 and 3 (nearing 0°, Table 2). T—T, mean values of WS
trees for dates 2 and 3, where WS trees were submitted to
soil drought, presented similar and non-significantly different
values with date 1 (around 6°C), where WS trees were still
irrigated.
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Fig. 4. Envelopes of VIT trapezoids obtained using the theoretical approach (A, C, and E) and quantile regression (B, D, and F) for the three flights over
the field plot on dates 1 (A, B), 2 (C, D), and 3 (E, F). Grey points represent pixel values inside the study mask for NDVI (y-axis) and T—T, (x-axis). Black
and white circles represent the average y/x values for individual WW and WS trees, respectively.

A significant date effect was observed for the different
WDI computation methods (Table 2). For WW trees, sig-
nificant variations were observed, the lowest WDI values
being observed for date 2 (0.22). For WS trees, a significant
increase of mean WDI_qr was observed on dates 2 and 3
compared to date 1. For WDI_92, mean value was slightly
but significantly higher for date 2 than for date 3 (0.65 and
0.62, respectively) while the WDI_99.8 mean values were

equal for dates 2 and 3. WDI_t also presented a date effect
for WW and WS trees. As stated previously in Fig. 4, this
variable showed meaningless variations. Mean WDI_t
decreased significantly in the WW trees, from date 1 to date
3, while it was significantly higher for date 2 in the WS trees.
Mean WDI_t value of WS trees for date 3 was significantly
lower than the value obtained for date 1, where WS trees
were still well-irrigated.
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Fig. 5. Distribution of WDI values (116 genotypes x 2 replicates) for the theoretical (theo) and statistical (quantile regression using 92-89.8% of scatter
plot) methods for the three dates: dates 1 (A, B), 2 (C, D), and 3 (E, F), and for the two irrigation regimes, WW and WS. Each box plot shows the median
value, the 1st and 3rd quartiles, and the 1st and 9th deciles. Mean values of WDI are represented by closed black circles inside box plots. For each
irrigation regime and each date, lower-case letters identify mean WDI values that are significantly different from each other (NK test; a = 0.05).

Table 2. ANOVA testing the soil drought and date effects for WW and WS trees on NDVI, T~T,, WDI_92, WDI_99.8, and WD _t variables*

NDVI Ts-Ta WDI_92 WDI_99.8 WDL_t
Date 1 WW 0.072 (0.023)° 6.05 (1.87)* 0.36 (0.11) 0.34 (0.07)° 0.55 (0.13)°
WS 0.074 (0.025)° 6.08 (1.84) 0.37 (0.09)° 0.34 (0.06)° 0.57 (0.11)7
Drought effect ns ns ns ns ns
Date 2 Ww 0.090 (0.022)° 0.38 (1.00) 0.22 (0.07)° 0.22 (0.05)° 0.27 (0.08)°
Ws 0.087 (0.027)° 6.01(1.67) 0.65 (0.09)" 0.52 (0.07)" 0.75 (0.100
Drought effect ns e ek e s
Date 3 WW 0.111 (0.024)* -0.37 (0.92)° 0.25(0.08)" 0.27 (0.04)° 0.00 (0.07)°
WS 0.098 (0.031)* 5.81 (1.54) 0.62 (0.09)° 0.52 (0.05)" 0.38 (0.10)°
Drought effect i P P P e
Date effect Ww e e W b i
WS e ns wwe e e

* Values are means (and SD) for the water regimes for each date. Significant P-values are represented as follows: * for P < 0.05, ** for P <
0.01 and *** for P < 0.001; ns, not significant. According to the post-hoc Student-Newman-Keuls test (« = 0.05) different letters indicate when
significant differences exist between dates for each variable, lower-case and upper-case letters being relative to WW and WS trees, respectively.

Image-based stress indicators versus stem waler
potential (v stem)

Linear regressions of vy, stem against T,-7,, WDI_qr, and
WDI_t were established for a subset of 12 trees for date 1 (all

well watered), six WW and six WS trees for date 2, and 10
WW and 10 WS trees for date 3 (Fig. 6). For date 1 (Fig. 6A
to D), T.-T,, WDI_qgr, and WDI_t were not correlated with
Yy stem, whose range of variation was very limited (-0.70
to —1.35MPa) because WS trees were not yet submitted to
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water stress. Linear regressions between v stem and T~T, y; stem, and WDI_qr (Fig. 6N-O; P < 0.001; R*=0.52to
showed significant negative correlations once water con- 0.57) while correlation between 1 stem, and WDI_t was no
straint was established on the WS population (for dates 2and  more significant (Fig. 6P; R* = 0.06).

3; Fig. 6E and I). Similarly, on the same dates, WDI_qr and
WDI_t were significantly correlated with v stem (Fig. 6F, G,
and H and Fig. 6], K, and L) regardless of the computation
method considered. For date 2 (Fig. 6E to H), i.e. for condi- Remotely sensed images were acquired for different dates
tions of moderate water constraint, the R’ values correspond- ~ and irrigation regimes at an altitude of 300 m, and the whole
ing to the regressions between 1, stem values and those of  orchard trial was covered by one or two TIR images with a 30-
image-based indicators were significant (P <0.01) and ranged  to 40-cm pixel size. This intermediate image resolution made
between (.56 and 0.61. For date 3 (Fig. 61 to L), i.e. for con- it possible to phenotype the whole experimental plot using a
ditions of more severe water constraint, leading to a larger series of snapshots and to work at the tree level, with individu-
range of v, stem values. R* was 0.76 for T,-T,, 0.79 for als distinguishable from each other (Berni ef al., 2009).
WDI_92 and WDI_99.8, and 0.80 for WDI_t. All these cor-

relations were highly significant (P < 0.001)._ ‘When the dgta Limits of T~T, as a water stress indicator

set was considered all dates confounded, linear regression

between iy, stem and T.~T, showed less significant correla-  The canopy surface temperature considered for each tree was
tion (Fig. 6M; P < 0.01; R* = 0.19) than regression between an average of numerous leal temperatures, located within a

Discussion
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Fig. 6. Linear regressions between stem water potential (v, stem) and T,-T, (A, E, |, and M), WDI_92 (B, F, J, and N), WDI_89.8 (C, G, K, and O) and
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and 3, respectively. Significant regression P-values are represented as follows: * for P < 0.05, ** for P < 0.01, and *** for P < 0.001.
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representative canopy central zone, thus buffering the effects
of leaf angular distribution (Jones et al., 2009). Indeed it is
often preferable to use thermal measurement of the canopy
surface instead of particular leaves (Maes and Steppe, 2012).

‘When the experiment dates were considered separately, the
mean 7T, values of WS trees compared to those of WW
trees were consistent with the irrigation regime applied and
showed a significantly higher canopy temperature when water
was withheld. Differences between mean T T, of WW and
WS trees were consistent with the diminution of soil water
potential ,, thus enabling discrimination between water-
constrained and well-irrigated trees.

Nevertheless, as described in the literature (Maes and
Steppe, 2012), our results also highlighted difficulties in the
interpretation of 7,~7, variations across time. Indeed, sur-
face temperatures for date | were higher than those observed
later, particularly in WW trees. This probably resulted from
the lower evaporative demand for date 1 (VPD = 1.47 kPa)
compared to dates 2 and 3 (VPD = 2.51 and 2.41 kPa, respec-
tively), while 7T, was lower for dates 2 and 3 in WW trees,
as a likely consequence of higher transpiration rates. As the
effect of soil drought was opposite, with a 6°C temperature
rise in WS compared to WW trees for dates 2 and 3, both
effects could compensate, explaining why 7,7, revealed no
significant differences between dates in the WS treatment. As
a consequence, this sole stress indicator is not reliable for tem-
poral analysis of soil drought response.

Another point described in the literature concerns the pro-
portion of soil viewed through the vegetation which can be
a source of error in interpretation of T,—T, (Jackson et al.,
1981; Moran et al., 1994). Tree values of T,~T, were aver-
aged inside a buffer zone of 60 ¢cm radius. Presence of soil and
mixed pixels inside this buffer zone, due to genotypic differ-
ences in vegetation cover fraction and structure, can create a
bias in estimation of water status for the smallest trees or in
those whose architecture is porous. As the raw 7T, variable
is not corrected from soil temperature, this can be a source of
error in phenotypic analyses (White et al., 2012).

Limits of the WD/ theoretical approach

In our conditions, applying the theoretical method for delin-
eating the VIT scatterplot did not yield satisfactory results.
For the three dates of the experiment, the theoretical enve-
lopes overlapped either the left or the right border of the
VIT scatterplot. Computation of WDI _t produced values
that were underestimated and out of the expected range for
date 3. Although a theoretical approach enabled relative com-
parisons of WS and WW trees for a given date, comparisons
between dates yielded contradictory results.

These difficulties may be explained by heavy model imple-
mentation and numerous sources of error caused by esti-
mation of some parameters, especially in the context of
high-throughput phenotyping. The energy transfer between
soil and vegetation can differ between the full-cover fraction
of a field crop and the partial-cover vegetation of an orchard.
Heilman et al. (1996) suggested that a large variation in the
soil energy balance (vertices 3 and 4, Fig. 1) can result from its

sensitivity to the wind speed w, the aerodynamic resistance r,,
and the surface temperature T, when crops are trellised and/
or organized in rows. This is typically the case in an orchard
or a vineyard (Galleguillos er al., 2011). Moreover, the net
radiation R,, which depends on the albedo « and emissivity
£, is sensitive to the surface composition and row orientation
(Van de Griend and Owe, 1993; Zarco-Tejada et al., 2005).
Another limit to the application of the theoretical determi-
nation of WDI for the purpose of phenotyping is the archi-
tectural variability of the vegetation cover at the individual
plant level. Indeed, the trees differed in height (1.5 to 3.5
m) and in vegetation density (0 < NDVI < 0.18). One way
to improve the theoretical energy balance model for a het-
erogeneous population would be to parameterize this model
for the most contrasted genotypes in response to water con-
straints. Nevertheless, implementing the theoretical model
would require a previous identification of extreme genotypes
of the population before phenotyping and measurements of
the canopy physical characteristics (the acrodynamic and sto-
matal resistance, r, and r,, the height, &, the net radiation, R,,
and the soil heat flux, G).

Contribution of the statistical approach

Quantile regression enabled scatterplot delineation at each of
the three dates of experimentation. Our results showed that
the quantile percentage of the scatterplot used to define the
left and right boundaries influenced the WDI values. A reduc-
tion in the scatterplot percentage resulted in an increase in the
range of variation of WDI values and a significant increase in
the mean WDI values for trees submitted to water constraints
(Table 2). These variations can mainly be attributed to diver-
gence of the right limits at the upper right side of the scatter-
plot. Like WDI_t and 7 7,, WDI_gr enabled differentiation
between WW and WS trees when a contrasting irrigation
regime was applied at a given date (dates 2 and 3), whatever
the quantile applied. Moreover, use of WDI_qr as a stress
indicator in WS trees produced mean tree values that were
consistent with evolution of w, for the three dates (Table 1)
compared to values of WDI_tand T,-T,.

Assessing the WDI_qr values in more depth would require
the determination of the actual to maximal evapotranspira-
tion ratio for each tree of the population in the orchard, which
seems unrealistic. Nevertheless, the statistical method used to
delineate the VIT trapezoid yielded typical WDI values for
the trees, in the range of 0 to 1, at least for the quantile panel
tested. Moreover, quantile regression was relatively easier to
implement in regard to the theoretical method.

Water stress indicator and sensitivity to environmental
conditions

For apple trees, v, stem constitutes a robust estimator of plant
water status (Naor 2006; Doltra e al.. 2007). In our case, on
dates 2 and 3, which presented contrasting hydric conditions,
the stem water potential was well correlated with the differ-
ent water stress indicators (7,-7,, WDI_92, WDI_99.8, and
WDI_t). However as described in the previous section, 7,7,
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and WDI_t values were inconsistent with soil drought for some
dates. This resulted in a poor correlation of these indicators
with stem water potential when all dates were confounded
(Fig. 6). Concerning WDI_qr, although variation in the quan-
tile levels could impact its values, the quality of the relationship
between 1y stem and WDI_qr was little affected, considering
dates 2 and 3 separately. For a temporal comparison WDI_gr
thus appeared as the most robust index as shown by the highest
correlation with 1 stem in comparison to T,—T, and WDI_t.
Stable WDI_qr values computed for the WS trees for
dates 2 and 3 were not fully consistent with the variations of
iy stem, which indicated increasing water stress in the WS
trees between these two dates, and revealed a possible under-
estimation of the water stress by WDI_qr at date 3. One pos-
sible explanation is the time of image acquisition, which was
slightly earlier in the day on date 3 (9:20 GMT) than on date
2 (10:00 GMT), i.e. at an earlier phase of daily stomatal regu-
lation for date 3, while subsequent measurement of the stem
water potential reflected the daily minimum 1 stem in both
cases. Another possibility is that the development of the fruit
sink strength increasingly stimulated photosynthetic activity
and carbon acquisition, allowing a concomitant continuation
of transpiration and a decrease in 1 stem; low midday stem
water potentials in apple trees, decreasing with increasing crop
loads, have been shown by Naor et al. (2008). This can cre-
ate an upper limit on the highest WDI values observed, even
after water stress was established. A third possibility is the
influence of a lower soil water potential v, at date 3 than at
date 2 (see Table 1), producing a shift in y; stem toward more
negative values. These three hypotheses are non-exclusive.

Conclusion

This study confirmed that thermal infrared imagery con-
tributes interestingly to the phenotyping of crop response
to water stress. Based on multispectral images acquired, the
VIT concept constitutes a relevant approach that takes the
environmental conditions and vegetation cover fraction into
account. Moreover it allows a characterization of the water
status of a whole tree population with heterogeneous archi-
tectural traits and an irregular cover fraction. To avoid the
difficulties of parameterization of the theoretical WDI model
and allow more operational phenotyping, a simplified statisti-
cal approach based on quantile regression has been proposed
to delineate the boundaries of the VIT scatterplot needed for
WDI computation. Regardless of the percentage of the scat-
terplot used (from 92 to 99.8%) to delineate the VIT trap-
ezoid, the resulting WDI_qr was well correlated to the stem
water potential.

Unlike with a WDI theoretical approach or 7, T,,, a WDI
statistical approach produced values consistent with tempo-
ral variations of water status. The range of WDI_qr values
(0.20 to 0.65) indicates its sensitivity to water constraint,
and a next step will be exploring the genetic variability of
this response within the tree population. Further investiga-
tions will also attempt to evaluate the daily dynamics of
stomatal regulation of the 122 hybrids in response to water

constraints through yielding successive images during the
same day and assessing the potential of a WDI statistical
approach at this time scale. This analysis could contribute
to discriminating the genotypic stomatal behaviours (isohy-
dric vs anisohydric). Thanks to its relatively simple imple-
mentation, the quantile regression approach shows promise
as an efficient tool for thermal imagery and use in pheno-
typing studies.
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Il. Imagerie multispectrale aéroportée au champ pour P’analyse des

déterminismes génétiques relatifs a des traits morphologiques et de
transpiration : application a une population hydride de pommier en

réponse a la contrainte hydrique

Résumé :

Le phénotypage de la réponse d’arbres adultes a la contrainte hydrique est limité par le
bas débit des mesures et I’hétérogénéité du couvert. Dans cette recherche, 1’objectif est
de dépasser ces limitations en appliquant une nouvelle méthodologie consistant a
utiliser I’imagerie multispectrale aéroportée pour comparer un grand nombre
d’individus au champ. Les résultats sont mis en relation et complétés par des mesures
in planta.

Une population hybride de pommiers issue du croisement Starkrimson x Granny
Smith et comprenant 122 hybrides a été soumise sur un méme porte-greffe a des
régimes hydriques différenciés pendant deux années. Les images aériennes acquises
dans les bandes spectrales du visible, du proche infrarouge et de 1’infrarouge
thermique, & raison de trois dates par année, ont permis le calcul d’indices de
vegétation et de stress hydrique. La vigueur et la production de fruits de chaque arbre
ont également été mesurées. L’analyse génétique a été conduite au moyen de modeles
linéaires mixtes, en considérant les effets de la date et de 1’année pour vingt-SiX
variables phénotypiques, qui incluaient les réponses différentielles des génotypes en
conditions irriguéesou de sécheresse.

Les résultats montrent une valeur élevée de 1’héritabilité (sens large) pour la plupart
des variables, et dix-huit QTLs (quantitative trait loci) indépendants des dates ont été
détectés sur neuf des dix-sept groupes de liaison de la carte génétique consensus du
croisement étudié. La plupart de ces QTLs expliquent 15 a 20% de la variance. Pour
quatre de ces zones QTL, plus particulierement révélées par le stress hydrique, des
génes candidats putatifs impliqués dans la fermeture stomatique ont été identifiés.

En conclusion, I’imagerie spectrale aéroportée s’avere étre une méthode pertinente
pour la recherche des determinismes génétiques contrélantles réponses des arbres
adultes soumis a la contrainte hydrique au champ. Il est proposé que la voie de I’acide
abscissique soit plus particulierement étudiée pour de futures analyses fonctionnelles

de ces réponses.
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Abstract

Phenotyping adult tree response to water constraint for genetic studies is limited by the
usual measurement throughput and plant heterogeneous cover. Here, we aimed at
overcoming this bottleneck, applying a new methodology using airborne multispectral
imaging and in planta measurements to compare a high number of individuals at field.
122 hybrids (Starkrimson x Granny Smith population), on a same rootstock, were
submitted to contrasting summer water regimes over two years. Aerial images
acquired in visible, near- and thermal-infrared at three dates each year allowed
calculating vegetation and water stress indices. Tree vigor and fruit production were
also assessed. Linear mixed models considered date and year effects on twenty-six
variables, including the differential response of genotypes between control and
drought conditions.

Broad-sense heritability of most variables was high, and eighteen quantitative traits
loci independent of the dates were detected on nine linkage groups of the consensus
genetic map. Most QTL explained 15 to 20% of variance. Within four QTL zones
revealed by stress conditions, putative candidate genes involved in the stomatal
closure were identified.

Airborne multispectral imaging was proved relevant to investigate the genetic control
of adult tree response. Further functional analyses in apple treewill focuson abscisic

acid pathway.

Keywords:

Multispectral image, Malus x domestica, drought tolerance, quantitative trait loci, candidate

gene, vegetation index, surface temperature, tree vigor.
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Introduction

According to current climate change models for the 21% century, increase in global mean
temperatures is expected, with longer or more frequent episodes of extreme temperatures and
drought, notably in the Mediterranean basin (IPCC, 2014). Climate change will lead to
reconsideration of breeding programs for many crops, and optimizationof water use by improving
the plant water use efficiency (WUE) and/or the tolerance to drought will become an increasingly
important issue (Hamdy et al., 2003; Condon et al., 2004). Although plant behavior in response
to drought can be analyzed in terms of survival (McDowell et al., 2008), it more usually refers to
the ability of one genotype to yield better than another under more or less severe water
constraints. Otherwise, while breeding programs in fruit specieshave not yet included drought
tolerance among the targeted traits, some authors consider that tree response to water scarcity will

become a crucial character to be considered (Bassett, 2013).

Plants have developed various mechanisms to cope with drought that depend on duration and
intensity of the water constraint, and their responses occur at different temporal and spatial
scales, from cell to whole tree level (Jones et al., 2002). One first response to soil drought is the
stomatal closure, an avoidance mechanism mediated by the abscisic acid (ABA) hormone. A
main consequence of stomatal closure is the decrease in CO, influx and assimilation, which can
lead to carbon depletion. When transpiration is reduced by stomatal closure, the outgoing water
vapor flux and the latent heat dissipation are also reduced. Stomatal regulation thus induces an
increase of leaf temperature with a risk of heat stress (Tardieu, 2005). Nevertheless, efficiency of
stomatal regulation is variable according to species, and Tardieu & Simonneau (1998) have
shown that plants display contrasted transpiration behaviors (isohydric vs anisohydric) in
response to drought. At the intra-specific level, genetic variability of stomatal regulation has also
been highlighted in different fruit species (Massonnet et al., 2007; Liu et al., 2012; Marguerit et
al., 2012).

As leaf or canopy temperature can be used as a proxy for stomatal conductance, thermal infrared
(TIR) imagery appears as a powerful tool to reveal genetic variability of stomatal behavior (Jones
et al., 2009). Numerous indices have been developed to assess crop water stress from canopy
surface temperature (Ts) data acquired in signal or imagery mode, from aerial platforms

(satellites, aircrafts, unmanned aerial vehicles) or sensors installed directly at field to observe
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crop canopies (White et al., 2012). Ts minus air temperature (T,) is a raw variable easy to extract
from images, but it is sensitive to rapid change in environmental conditions as radiative
conditions, wind speedand air vapor pressure deficit (Maes & Steppe, 2012). Otherwise, the
presence of mixed soil-plant pixels is a recurring problem when TIR imagery is applied to
phenotyping of heterogeneous covers (Jones et al., 2009; Hackl et al., 2012). It is generally
considered that using directly the vegetation surface temperature is risky, because the weight of
mixed or soil image pixels yielded in porous plant covers can create a shift towards the soil
surface temperature (Jackson et al., 1981). To overcome the limitations of environmental and soil
influence on Ts, Moran et al. (1994) developed a Water Deficit Index (WDI) based on the
Vegetation Index—Temperature (VIT) trapezoid concept, which is applicable to field crops with
varying contributions of bare soil in the aggregated thermal pixels. This index is particularly
suitable for estimation of transpiration rates on heterogeneous vegetation cover. It can be
successfully related to the soil moisture and to the midday stem water potential (Koksal, 2008;
Virlet et al., 2014). Different authors indicated that the use of aerial vectors (ultralight aircraft or
unmanned aerial vehicle) coupled with high resolution sensors enables to distinguish the
individual trees within a plant grove, even in the TIR waveband where image resolution is lower
(Berni et al., 2009; Stagakis et al., 2012). Moreover, the intra-crown variability of temperature
can also be used as a complementary indicator of moderate water stress (Gonzalez-Dugo et al.,
2012).

Apart from TIR imagery, plant cover can be characterized by different vegetation indices, based
on the combination of spectral reflectances acquired in visible and near-infrared (NIR)
wavebands (Zarco-Tejada et al., 2005). These indices can possibly be acquired by broadband
commercial sensors (Lebourgeois et al., 2008). In the remotely-sensed image, reflectance in the
Red band is affected by light absorption of leaf pigments (mainly chlorophyll a), while the NIR
waveband is affected by the scattering in the medium (Zarco-Tejada et al., 2005). Therefore,
vegetation indices computed from Red and NIR, as the normalized difference vegetation index
(NDVI), can be related to canopy structure and biomass production (Zarco-Tejada et al., 2005)
and also considered as indicator of vigor. However, NDVI is sensitive to low chlorophyll
concentration (Peng and Gitelson, 2011) and it also presents saturation when leaf area index
(LAI) is higher than 3 or 4. The use of other indicesonly retrieved from visible bands (e.g. the

visible atmospherically resistant index, VARI) has shown a better sensitivity to higher values of

100



114
115
116

117
118
119
120
121
122
123
124

125
126
127
128
129
130
131
132

133
134
135
136
137
138
139
140
141
142
143

vegetation cover fraction. Some vegetation indices such as the simple ratio pigment index SRPI
also enable characterization of the crop nitrogen status, being sensitive to change in the pigment

relative content (chlorophyll vs carotenoids) (Pefiuelas et al., 1994, 1995).

Recent studies on field crops, e.g. in wheat (Babar et al., 2006; Comar et al., 2012), maize
(Cairns et al., 2012) and cotton (Andrade-Sanchez et al., 2014), assessed potentiality of
vegetation indices to be used for large-scale phenotyping. More generally, plant phenotyping
based on multispectral or hyperspectral imagery shows promise as a non-invasive method
adapted for screening a wide range of individuals in a short period of time. As such, this
potentially high-throughput approach is compatible with next-generation sequencing
technologies, and allows genome-wide and high-density genotyping developments. It will sustain
the development of phenomics (Furbank & Tester, 2011; Fiorani & Schurr, 2013).

On fruit crops quantitative genetic analyses mostly concerned to date disease resistance, fruit
yield and production regularity, and plant architecture (Segura et al., 2008; Guitton et al., 2012;
Celton et al., 2014). Few studies on genetic determinisms of traits related to water use have been
undertaken in these crops except recently in grapevine (Marguerit et al., 2012). Other perennials,
like forest trees have been compared in natural environment (Brendel et al., 2008) and in
controlled environment (e.g., in Salix: Rénnberg-Wastljung et al., 2005; in Populus: Street et al.,
2006) to distinguish a well-irrigated and water restriction conditions and to study the genetic
bases of responses to drought and/or water use efficiency.

This study presents a genetic analysis performed on an apple segregating population submitted to
contrasting water regimes, considering different traits mainly issued from airborne multi-spectral
imagery. Experiment was conducted in two successive growing seasons. The image-based
phenotypic variables and some agronomic traits such as fruit production or trunk diameter (a
proxy for tree vigor) were analyzed for both well-watered and water stress conditions, as well as
the difference between the water-stressed and well-watered conditions for a given genotype. For
each image-based variable we considered the mean value of a representative tree crown zone and
the variation within this zone. Correlations between variables were studied and broad sense
heritability computed.Genetic determinisms of the traits were analyzed according to different
genetic linear models in order to detect quantitative trait loci, and putative candidate genes within

the QTL zones detected were investigated.
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Material and Methods
Field experiments and meteorological measurements

The studied apple tree population consisted of progeny derived from a ‘Starkrimson’ x ‘Granny
Smith’ cross, characterized by variability in tree vigor, architectural traits (Segura et al., 2008),
biennial bearing (Guitton et al., 2012), hydraulic traits (Lauri et al., 2011) and stomatal regulation
in response to vapor pressure deficit (Regnard et al., 2009). In February 2007, 4 replicates of 122
hybrids and their 2 parents were grafted onto M9 rootstock and randomly planted in an
experimental field at the INRA Melgueil experimental station (Diaphen platform, southeast of
France, N43°36, E03°58). Plantation consisted of 10 rows oriented northwest-southeast, with
5mx2m planting distances. The orchard management was performed consistently with
professional practices, throughout the study. Automated soil resistivity profiling conducted in
March 2009 showed that the soil of the trial plot (at depths of 0-50 cm and 50-100 cm) could be
considered spatially homogeneous for water-holding capacity. The field plot was irrigated using a
system of microsprayers located in the rows, with one emitter per tree. During summer,
contrasting hydric regimes were established. Full irrigation was ensured in half of trees (2
replicates per genotype, well-watered trees, WW), while irrigation was withheld in the other half,
resulting in progressive soil drought (2 replicates per genotype, water-stressed trees, WS) since
the summer rainfall was negligible. Trees submitted to water restriction during summer were the
same during the 2010 and 2011 seasons, and three dates per year were studied, representing
various water regimes in order to disentangle genotypic and environmental effects in the tree
response. Water regimes developed in WW and WS treatment areillustrated by the soil hydric
potential mean values (Table 1a). Micrometeorological data acquired at field included global
radiation (Rg), air temperature (Ty), air relative humidity (HR), air vapor pressure deficit (VPD),

wind speed (u) and rainfall (Table 1a).
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Image acquisitions

The image acquisition system of the ultra-light aircraft consisted of two commercial digital
cameras (either Canon Eos 400D or 500D, with 10.1 and 15.1 Megapixel CMOS sensors,
respectively, Table 1b) equipped with 35-mm lenses, and one FLIR B20HSV (FLIR Systems
Inc., Wilsonville, USA) thermal infrared camera (320*240 matrix) (see for details: Lebourgeois
et al., 2008, 2012; Virlet et al., 2014). One camera acquired visible images in Red, Green and
Blue bands (RGB). The second was modified according to Lebourgeois et al. (2008, 2012) to
obtain images in the Near Infrared (NIR). Three flights per year were performed during the
summers of 2010 and 2011 (Tables 1la and 1b). In 2010, flights were realized for low,
intermediate and severe water constraints, respectively 8, 27 and 41 days after the beginning of
drought (Dates 1, 2 and 3). In 2011, the first flight (Date 4) occurred 17 days before the
beginning of the drought period, before WW and WS differentiation, while the second and third
flights (Dates 5 and 6) were performed respectively 14 and 34 days after the beginning of the
drought treatment. During the period of water deprivation (i.e., at Dates 1, 2, 3, 5 and 6) WS trees

were not irrigated.

Spectral image preprocessing and indices computation

Image preprocessing was performed with Erdas Imagine 9.3 software (Intergraph Corporation,
Huntsville, USA). Procedure of ortho-rectification for RGB and NIR images and radiometric
normalization on invariant field targets between dates are fully described in Lebourgeois et al.
(2008, 2012) and Virlet et al. (2014), as well as image geolocation. Thermal infrared images
issued from the 6 acquisition dates were ortho-rectified on the base of both the RGB and NIR
images and geo-located as well. For each of the 6 dates, difference between the canopy surface
and air temperature (hereafter referred to as TsT,) was obtained by subtracting from each pixel
value of the TIR images the air temperature acquired at ground level. Spatial resolution of RGB
and NIR images was loweredfrom initial resolution (ca.3 to 5 cm) to that of TIR image (30 cm).
From RGB and NIR bands, three vegetation indices were computed: NDVI, VARI and SRPI
(Table 2). NDVI and TsT, were used to compute the water deficit index (WDI) as described in
Virlet et al. (2014). This index enabled an estimation of relative evapotranspiration of vegetation
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cover, taking accountof the crop cover fraction represented by a vegetation index. The value of
WDI is normalized between the left and right boundaries of the TsT, / NDVI scatterplot, ranging
from O for a well-watered crop transpiring at the maximum rate to 1 for a severely water-stressed,

non-irrigated crop (Moran et al., 1994).

For each tree, multispectral-based index values were extracted from a 60cm radius buffer zone
located at the center of tree, where canopy was the densest. Each buffer contained 12 to 16 pixels.
From each buffer zone, mean and standard deviation were retrieved and considered as two
different variables characterizing the vegetation cover of individuals. Standard deviation values
indicated the variation occurring inside the buffer zone and the degree of heterogeneity of the
canopy structure for vegetation index and of variability of transpiration rates for stress indices.
The phenotypic mean values of each variable are presented in supplementary materials (Table
S1).

In situ crop measurement

Trunk circumference (TC) of each tree was tape-measured 15 cm above the grafting point each
year in February. On that basis, the trunk cross sectional area (TCSA) considered as
representative of tree vigor was computed as follows: TCSA = TC2 / 4 &. Fruits were harvested
each year between August 22 and September 2 before the resumption of irrigation, irrespective of
the real maturity picking date (September). The number of fruits per tree and the harvest fresh
mass (kg/per tree) were determined. The phenotypic mean values of each variable are presented

in supplementary materials (Table S1).

Data analyses

Statistical analyses were performed using R software v.2.13.2. (R Development Core Team,
2011). For each variable, phenotypic means were computed from mean and standard deviation
values obtained from each tree for (i) WW and WS conditions confounded, (ii) WW and WS
considered separately and (iii) the difference between WS and WW trees, hereafter referred as to

differential index (DI). For example, the phenotypic mean value of NDVI independently of water
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treatment was NDVI, while the phenotypic mean value of standard deviation value in WS
condition was sdNDVI_WS.

For each variable, two mixed linear models were built. The first one was used to analyze the
effect of variables in both WW and WS trees. The second one was used to analyze the drought
response of each genotype, through the DI obtained. The first mixed linear models included the
irrigation modality (M), date (D) or year (Y), which were considered as fixed effects, while the
genotype (G), the interactions between genotype and irrigation modality (GxM), and genotype
and date or year (GxD or GxY) were considered as random effects. For each variable, a selection
of the best model was performed through minimization of the Bayesian Information Criterion
(BIC). For the differential index (D), effects considered in the mixed linear model were the same
as mentioned above, but without M and GxM. For each trait, best linear unbiased predictors
(BLUPs) were extracted for estimation of the G effect, which was considered as independent
from the irrigation modality and the date (or year) of experimentation and is hereafter referred to
as G-Blup. For GxM and GxD (or GxY) interaction effects, the corresponding BLUPs were
computed for each irrigation regime (WW- or WS-Blup), and date (or year) considered

separately.

For each variable, when G and interaction effects were included, broad-sense heritability of the
mean (h%,) was estimated as the ratio between the genotypic variance and the total variance.
Phenotypic variable was considered heritable if its h?, value was greater than 0.2. When a GxM
interaction was included in the model, the heritability was calculated as follows:

2
(0}
2 _ G
hj =

2 2
o o
O'%; | GxM | £

n*xnpy
Where n is the number of trees per genotype (2 in the present case), and ny the number of
irrigation modalities (2 in the present case). When a GxD (or GXY) interaction was included in
the model, the denominator also integrated GxD (or GXY) variances and was divided by the
number of dates (6) or years (2). The residual variance o 2 was divided by the product of the

number of trees per genotype and per irrigation modality and the number of dates (or years).
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QTL mapping

The QTL analysis was performed using means and BLUPs extracted per genotype for each
variable. A consensus genetic map of STK and GS, which integrated 177 SSR and SNP genetic
markers scattered over the 17 linkage groups (LGs), was used for QTL mapping. Details on the
origin of SSR and SNP markers and map construction are given in Guitton et al. (2012). QTL
analyses were carried out using MapQTL®6.0 (Van Ooijen, 2009). First, a permutation test was
performed to determine the logarithm of the odds (LOD) threshold at which a QTL was declared
significant, using a genome-wide error rate of 0.05 with 1,000 permutations of the data (Van
Ooijen, 2009). In a second step, an interval mapping analysis was carried out with a step size of 1
cM to detect potential genomic regions associated with the trait, with a LOD score higher than
the threshold. Finally, the nearest marker to each QTL peak was selected as a cofactor to perform
a multiple QTL mapping (MQM), with a step size of 1 cM (Van Ooijen, 2009). Each significant
QTL was characterized by its LOD score, its percentage of explained phenotypic variation, and
its confidence interval (in cM) corresponding to a LOD score drop of 1 or 2 on either side of the
likelihood peak. QTLs which showed clearly overlapping confidence intervals, close LOD peaks
and similar allelic effects, were considered to co-localize. Allelic effects were estimated as As
=[(nac + pad)—(ubc + ubd)]/4 for female additivity, A, = [(uac + ubc)—( pad + ubd)]/4 for male
additivity, and D=[(pac + pbd)—(nad + pbc)}/4 for dominance, where pac, pad, ubc and ubd are
the estimated phenotypic means associated with each of the four possible genotypic classes ac,
bc, ad and bd, deriving from an ab x cd cross.

When a multi-locus QTL was detected with at least two cofactors, models considering markers
and their interactions as cofactors were constructed using a backward procedure under R software
v2.13.2. Models were selected based on the minimum Akaike Information Criterion values
(AIC). In the selected model, the significance of each factor and the global percentage of
phenotypic variation (global R%) were then estimated. When one marker was derived from only
one of the parents, the nearest maker included in the QTL and deriving from both parents was
chosen. The location of QTLs on the genetic maps and the confidence intervals based on the peak
LOD-1 and LOD-2 intervals were finally illustrated using MapChart® (Voorrips, 2001).
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Candidate gene mapping

An exhaustive in silico inventory of drought-related genes in apple was performed in order to
establish a list of candidate genes that are possibly involved in the drought response. Four QTL
zones located on 03, 05, 06 and 10 LGs were examined, where determinisms for WS conditions

or for the differential index were revealed.

Nucleic sequences of QTLs markers were positioned within the ‘Malus x domestica.v1.0’
whole-genome sequence (Velasco et al., 2010) using the GDR “NCBI BLAST” tool (blastn;

www.rosaceae.org/tools/ncbi_blast) against the Apple Genome V1.0 contigs. List of Malus genes

inside the QTL zones and their homologies with Arabidopsis loci were found in the GDR data
file “Malus_x_domestica.vl.0 gene pep tair blasp 100510.formated.xls” (Jung et al., 2013).
The gene ontologies for biological processes possibly involved in abiotic stress response were
retrieved using the list of identifiers on TAIR website
(www.arabidopsis.org/tools/bulk/go/index.jsp). Among the large number of genes in the QTL
zones, focus was put on Transcription Factors and ABA biosynthesis or signaling in response to
soil water constraint. The number of copies of candidate genes were found in the above-

mentioned GDR data file using the Arabidopsis homolog identifier.

Results
- Variance analysis and heritability

Models selected for vegetation indices were similar whether means or standard deviations were
considered (Table 3a). All vegetation indices were significantly impacted by G, D and M effects.
For NDVI, the model included only the GxM interaction, whereas for VARI, SRPI, TsTa and WDI
variables GxM and GxD interactions were also taken into account. Concerning the tree related
variables, the models selected included G and Y effects. For tree vigor, expressed by TCSA, only
the GxM interaction was retained in the mixed linear model, while the GxY interaction was
retained for NbFr and both GxM and GxY interactions for BmFr. For all DI variables (Table 3b)
the linear mixed models selected included G and D effects. GxD was also included for
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sdVARI_DI, sdSRPI_DI, sdTsTa_DI and GxY was included for NbFr_DI only. It is noticeable

that the random interaction effects (GxM and/or GxD) were generally lower than the G effects.

Broad sense heritability h?, computed from variance components in the mixed linear models for
both WW and WS conditions (Table 3a), showed medium to high values (0.49 to 0.77) except for
sdWDI and BmFr whose heritability was low (0.31). For DI variables (Table 3b), fairly high h2b
values (0.50 to 0.70) were found for NDVI, sdVARI, SRPI, sdSRPI, TsTa, sdTsTa and TCSA,
although values for the other variables,including WDI_DI, heritability was much lower (0.17 to
0.38) than that found for WW and WS. Moreover, higher h2b values were found in VARI_DI,

SRPI_DI, and TsTa_DI for sd values than for mean values.

- Correlations between variables

High pairwise positive correlations were observed between NDVI, VARI and SRPI for the
genotypic mean values, in WW and WS conditions and for DI (Pearson’s r from 0.45 to 0.88,
Table 4), even though lower r valueswere found between VARI and SRPI for the genotypic mean
values and WW condition (Tables 4a,b). These three variables were significantly and negatively
correlated with sdNDVI and sdSRPI for the genotypic mean values, in WW and WS conditions
and for DI (from -0.46 to -0.66, Table 4), despite much lower correlation was found between
sdNDVI and these variables for DI (from -0.06 to -0.32, Table 4d). Also, sdNDVI, sdVARI and
SdSRPI presented pairwise positive correlations for the genotypic mean values and WW
condition (0.33 to 0.88, Table 44, b). In WS condition and for DI, only sdSRPI was significantly
correlated with sdNDVI and sdVARI (0.74 and 0.42respectively, Table 4c, d). WDI was highly
and positively correlated with sdWDI (0.49 to 0.52). The trunk diameter variable, TCSA,
presented generally moderate to high positive correlations with NDVI, VARI and SRPI. The
highest correlation was observed with NDVI, either for mean values, in WW and WS conditions,
or for DI (0.55 to 0.67). Variables relative to fruit production, NbFr and BmFr, were highly inter-
correlated (0.75 to 0.85), and a high positive correlation of these variables with TCSA was also
observed, particularly for BmFr (from 0.50 to 0.55). Moreover, BmFr was positively and more
highly correlated to NDVI, VARI and SRPI (0.23 to 0.52) than NbFr (0.13 to 0.32) for mean, WW
and WS.
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- QTL detection

Seventy-four QTLs were detected, mapping over sixteen of the seventeen LGs of the consensus
STKXGS genetic map. As fifty-six of these QTLs were located on LGs 1, 4, 7, 11, 12, 14, 15, 16
and 17, and found only at specific dates, they are not detailed in the following text. The complete

list of QTL detected is shown as Supplementary material (Table S2 and Fig. S1).

The results presented hereafter (Fig. 1, Table 5) are focusing on the eighteen most reliable QTLs
that were mapped over nine LGs. These QTLs were detected for genetic BLUPs (G-Blup) or for
genetic means (G-mean) and in some cases, for both, whatever the date.

QTLs for traits related to vegetation indices: NDVI, VARI and SRPI

For the G-Blup of NDVI and SRPI variables, three QTLs were detected independently of the
environment (water regime or date): two QTLs concerned sdNDVI and sdSRPI and presented a
common zone located between the markers CH02g09 SG and CHO05a02y G on LGO08. They
explained 14.2% and 15.8% of the variability, respectively, and were both characterized by
female allelic effects. One QTL for SRPI was detected on LG09 and explained 14.3% of the

variability. It showed female, male and dominance effects.

Four QTLs were detected for specific G-means in WW conditions on four different LGs. Two of
these QTLs, related to NDVI_WW and SRPI_WW, were detected on LG14 and LGO9,
respectively. They explained 14.9% and 15.7% of the variability, and both of them resulted both
from female, male and dominance effects. Two other QTLs, related to sdVARI_WW and
sdSRP1_WW, were mapped on LGO01 and LGO08, and resulted from dominance and female effects,
respectively. The QTL for sdVARI_WW was also identified for G-Blup.

In WS conditions, one QTL was identified for siNDVI_WSat the top of LGO06. It explained
14.1% of the variability and mainly resulted from female effect. For the differential index DI, one
QTL was detected for VARI_DI and mapped at the bottom of LGO3 for both G-Blup and G-mean.

It explained 14.7% of the variability and resulted from female, male and dominance effects.
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QTLs for traits related to canopy transpiration

One QTL was detected for WDI in WW condition, at the top of LG03 for both G-Blup and G-
mean. It explained 14.7% of the variability and was characterized mainly by female and male
effects. Finally, two QTLs were detected for TsTa 2 DI (at date 2) on LGO5 and LGO6,
respectively. The global linear model indicated an interaction between these two QTLs, which
together explained 20.8% of the variability. They mainly resulted from female and male effects.
The QTL which mapped on LG06 co-localized with QTL of sANDVI_WS (in WS condition).

QTLs for traits related to tree vigor (TCSA) and fruit production (NbFr and BmFr)

Two QTLs were detected in relation to the tree vigor, the first one for TCSA_WS, and the second
one for TCSA _DI. Both mapped on LG10 and co-localized near the MdAVRN1b_S marker. These
QTLs respectively explained 14.5% and 15.4% of the variability and mostly resulted from female
allelic effects. For fruit number, one QTL was detected in WW condition (NbFr_WW) at the
bottom of LG13. It explained 19.6% of the variability. Another QTL was detected for NbFr_DI
at the same position, explaining 17.8% of variability. These two QTLsmainly resulted from male
allelic effect. Finally, two QTLs were found at the top of LGO5 for NbFr_WS and BmFr_WS.
They explained 15.6% and 15.9% of the variability, respectively, and both resulted from female
and dominance effects. Interestingly, these two QTLs co-localized with the QTL identified for
TsTa_2_DlI.

- Putative Candidate genes identifiedby in silico mapping

Four QTL regions were selected and screened for identification of putative candidate genes
(Table 6). These regions concerned QTLs that were detected in water stress conditions (WS) as
well as for the genotype response to water restriction (DI). Focus was put on genes relative to
ABA biosynthesis and ABA transduction signal under drought conditions, both likely related to

regulation of stomatal movement.

The first genomic region investigated was located at the bottom of LGO3 between the markers
Hi07e08y_SG and CH03g12y SG for VARI_DI. It spanned nearly 3Mb and included 539 distinct

genes matching with 207 loci of A.thaliana. Within this zone, four putative genes coding
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transcription factors (TF) were identified one MYB12, two DELLA proteins, RGL1 and RGL2,
repressors of gibberellinsand possibly involved in reduction of oxidative stress, through
superoxide dismutase transcription, and one WRKY35, which is known as highly induced in
drought. For two of them, RGL2 and WRKY, almost one half and exactly one half of gene copies
over the total apple genome copies were present within this QTL zone, with proportions of 3/7
and 1/2 respectively. One copy of Erecta-Like 2 (ERL2, AT5G07180) gene, among the four

present in the apple genome, was also identified within this zone.

The second genomic region investigated was comprised between the Hi09b04 G and
CHO03a09_SG markers, at the top of LGO05. It spanned about 3Mb and included 499 distinct gene
models for 283 loci of A. thaliana. Inside this zone, two genes were identified, coding the TF
ethylene-responsive element binding factor ERF2 and the salt tolerance protein STO. Three
putative genes for Calcineurin B-like protein-interacting protein kinases (CIPK) were also found,
and particularly CIPK23, whose 3 copies of the apple genome are located in this zone. Moreover,
the two gene copies coding for 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED5) and for a
Jasmonate-ZIM-domain protein (JAZ7) were also found among the genes located within this

QTL confidence interval.

The third QTL zone was located between the HBO9TC_S and MdVRN2.1_SG markers on LG06.
It covered about 3.3Mb, including 322 gene models corresponding to 143 loci in A. thaliana.
Within this zone, genes coding two TF were identified, with AtMYB9 and MYC2 that are
responding to ABA signal. Among the seven copies of neoxanthin synthase (ABA4) genes found
on the apple genome by sequence blast, three copies were identified in this zone. Moreover,
members of PYR/PYL/RCAR family (PYR1) and of serine/threonine protein kinase family
(OST1/SnRK2.6), which both played an important role in ABA signal perception and
transduction in guard cell, were also identified. Both presented one gene copy in this zone among
the two and the four of the apple sequence, respectively. A gene coding a calcium ion binding
protein (CBL1) was also found within this QTL zone, with two copies among the three present in

the apple genome.

The last region investigated was located on LG10 between the markers CH02a08y SG and
CHO02c11_SG. This large genomic region, which also contains the MdVRN1b_S marker, spans
7.7Mb and contains 914 gene models corresponding to 356 loci in A. thaliana. In this region, two
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genes coding ATP-binding cassette transporters (ABC) related to abiotic stress and ABA signal
transduction, AtMRP5 and PDR12, and two potassium channels related to stomatal movement,
PKT3 and PKT4, were identified. Genes for AtMRP5, PKT3 and PKT4 presented respectively
one among three, seven among eleven copies, and the only copy identified on the whole apple
genome. Within this zone on LG10, putative genes for protein phosphatase PP2C and ABA
hypersensitive 1 ABHL, playing a role in ABA regulation signal, were found. Moreover, a gene

for calcium dependent kinase CPK6 was also identified.

Discussion

Recent studies have raised the possible contribution of imagery to overcome the bottleneck of
high-throughput phenotyping. However, few studies allowed QTL analysis and those dedicated to
perennial woody plants remain scarce. The present study provides new insights on the feasibility
of analyzing the response to drought of an apple segregating population at field through
phenotypic variables based on remotely-sensed multispectral imagery. It highlights the existence
of genetic determinants of behavioral traits in apple, including vegetation indices and water stress
indicators, together with integrative agronomic traits.

Variability of the phenotypic traits

Due to the differences in environmental conditions and imagery flight parameters on the one
hand, and the difficulty to apply comparable water constraints from one year to another on the
other hand, the analysis of the population behavior undertaken through linear mixed model had to
take account of the large variability of phenotypic traits. Among vegetation indices, NDVI
appeared the most stable vegetation index, independently of the environment and acquisition
conditions (no GxD interactions), whereas the set of spectral indices chosen proved to be
sensitive to drought, with a GxD interaction revealed for VARI, SRPI, TsTa and WDI. By

contrast, the absence of GxD interaction for mean values and for the differential index (DlI),
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suggested that the use of the difference between water-stress and well-irrigated trees somewhat

smoothed out the inter-date variations.

To our knowledge, this study is the first making use of spectral indices in order to analyze genetic
variability in perennial plants. As a consequence, comparisons in the ensuing discussion are often
referring to studies that have been realized in annual crops. In the present study, the vegetation
indices used were extracted from a buffer zone of the same size within each tree. As such, their
value must be considered as mostly related to the vegetation cover fraction and biomass
production rather than to their physiological properties. Whatever the traits considered, either
relative to vegetation, or to transpiration, moderate to high values of broad-sense heritability were
found showing an interesting contribution of multi-spectral imagery for further genetic traits
analysis in a tree population. Concerning the vegetation indices, our results were consistent with
those found in annual crops, where high heritability values were also found (e.g. in wheat: Babar
et al., 2006, in cotton: Andrade-Sanchez et al., 2014). Heritability values found for agronomic
traits in apple, TCSA, NbFr and BmFr, were in the same order of magnitude as spectral indices.
When heritability was computed for the Dls, values stayed high for most variables, except for
WDI_DI probably because of the composed nature and complexity of this trait. Concerning TsTa
and TsTa_Dl, high heritability values were found consistent with previous results found in wheat
(Mason et al., 2013; Rebetzke et al., 2013), even though some more contradictory results have

been observed in cotton (Andrade-Sanchez et al., 2014).

QTL detection, co-localization and trait correlations

Positive correlations between the vegetation indices, TCSA and also fruit production were
observed. In particular NDVI exhibited the highest correlation with the trunk diameter, TCSA, and
with fruit yield biomass, BmFr. As well as NDVI, TCSA was generally related to plant size, leaf
area, light interception and vigor (Gonzalez-Talice et al., 2012), which suggeststhat NDVI is a
good indicator of vigor and development in apple trees. However, QTLs found for vegetation
indices, fruit yield and TCSA did not co-localize, and this indicated that genetic determinants
could act differently in controlling these traits. Otherwise, while vegetation indices presented
high and positive inter-correlations, QTLs did not co-localize for these traits. Indeed, QTLs for
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NDVI and SRPI were mostly detected on two different LGs, LG14 and LGOQ9, respectively. This
could be explained by the wavebands used: the first vegetation index, computed from NIR is
more related to canopy structure than the second one, computed only from visible bands, which is
more related to light absorption (Zarco-Tejada et al., 2005; Lebourgeois et al., 2012). As a result,
the QTL found for VARI_DI, which highlights difference between WS and WW tree responses,

suggests that drought could affect the radiation absorption capacity.

Intra-canopy variations of vegetation indices, SUNDVI and sdSRPI, presented high and negative
correlations with means of NDVI and SRPI, and were not correlated with TCSA. This indicates
that the highest density of vegetation was less variable than the lowest, but also that the
vegetation heterogeneity was independent from tree vigor. In contrast, intra-tree variability could
be an indicator of branching patterns or leaf clumpiness (Da Silvaet al., 2014), and this would
need further investigations. The QTL detected for sAINDVI_WS could be attributed to the
variation of leaf rolling between genotypes in response to drought, a phenomenon also observed
in other species (e.g. maize: Lu et al., 2011). Furthermore, sdNDVI and sdSRPI were strongly
correlated and QTLs for these variables co-localized at the middle of the LG08. The location of
these QTLs also matched with a QTL zone for traits involved in gas exchange, Xxylem
conductance and fruit production on the STKXGS population (Regnard et al., 2009; Lauri et al.,
2011, Guitton et al., 2012). These co-localizations could be explained by an increased capacity of
the plant to transport water, carbohydrates and sugar to the growing organs, as suggested by Lauri
et al. (2011). Nonetheless, they might also be explained by a pleiotropic effect of these QTLs, or
by clustering of functionally related genes (Cai & Morishima, 2002). Gene clusters have already
been reported in apple for various traits such as resistance to pathogens (Xu & Korban 2002;
Baldi et al., 2004). However, discriminating between linked and pleiotropic QTLs was not
practicable in the present study, considering the limited population size and the genetic map
density.

In addition, QTLs for fruit production in WS trees (NbFr_WS and BmFr_WS) and for leaf
temperature (TsTa_2_DI) co-localized on LGO05. Although matching for those traits was only
temporary, i.e. when difference between WW and WS treatments was considered at date 2 for
TsTa (TsTa_2_DI), it illustrates the negative link between plant yield and canopy temperature

(Naor & Girona, 2012). Indeed, the increase in leaf temperature in WS trees is an indicator of
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lower transpiration rate and likely of lower carbon assimilation. Reduction of stomatal
conductance in WS trees could likely be invoked for limitation of fruit production in this case
because water constraint was severe (no irrigation occurred during summer period). Such a causal
relation between water withholding and its effect on yield reduction is not straightforward in fruit
trees (Bassett, 2013), particularly when a moderate water deprivation is applied during stages of
low fruit growth (Goodwin & Boland, 2002). The strongest water deprivation impact on fruit
production was also revealed by the QTL identified on LG13, which exhibited the highest
percentage of variance explained.

One QTL was detected for WDI_WW on LG03. However, unlike TsTa, no colocalization was
found between WDI and fruit production. Moreover, genetic correlations during the two years of
study (Table 4) were not significant, whereas significant negative correlations were observed (r=
-0.53 and -0.55 with NbFr and BmFr, respectively, data not shown) only when the year 2011 was
considered. This could be attributed to propensity to biennial fruit bearing already shown on this

progeny (Guitton et al., 2012).

It has been recently demonstrated that Malus x domestica cultivars are exhibiting a wide range of
tolerance to drought (Bassett, 2013), but available information on the parental genotypes used in
the present study are scarce. Gonzalez-Talice et al. (2012) suggested that ‘Granny Smith’ cultivar
hasa lower hydraulic conductance and/or stomatal conductance than that of ‘Gala’ cultivar,
indicating a stronger sensitivity of the former to high evaporative demand. On the opposite, the
‘Starkrimson’ cultivar is well known for its photosynthetic efficiency (Yang & Wang, 1993),
while its response to drought is not documented. In the present study, prevailing female allelic
effects were found for almost all variables, suggesting a larger polymorphism and allelic contrast
in ‘Starkrimson’ parent than in ‘Granny Smith’. ‘Starkrimson’ could thus provide interesting
alleles for adaptation to drought, even though other genetic backgrounds must be explored in the

next future.

Candidate genes identification involved in the drought response

As described in Celton et al. (2014), the practicability of our candidate gene approach is limited

by reliance on the first version of the apple genome used, which indicated that 15% of the
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contigsmight be misplaced on the “Golden Delicious” genome. Consequently, our identification
of putative candidate genes needs further investigation. While not exhaustive, the research of
candidate genes was focused on those related to abscisic acid pathway responsible for controlling
stomatal regulation under water constraints. This research was conducted on QTLs detected for
WS conditions and for DI on LG03, LG05, LG06 and LG10. Although one QTL for NbFr_DI
was detected at the bottom of LG13, this zone was not considered further due to inaccuracy of

markers position.

Among the QTLs investigated, several genes governing the different steps of ABA signal under
drought were identified. Two genes, ABA4 and NCEDS5, enabling the switch from the
xanthophyll cycle to ABA biosynthesis (Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013) were identified in
apple. Moreover genes which formed the core of the early ABA signaling cascade in guard cell
(Daszkowska-Golec & Szarejko, 2013) were also present under the QTL zones analyzed. Indeed,
among the genes identified, PYR/PYL/RCAR, PP2C, ABH1, OST1/SnRK2.6 are known as
modulating the ABA transduction signal leading to stomatal closure. Various genes involved in
guard cell turgor and sensitive to ABA signaling were also found. In particular, a copy of Erecta-
like 2 (ERL2, AT5G07180), a gene involved in the stomatal development (Masle et al., 2005)
and previously detected in grapevine (Marguerit et al., 2012), was identified on LGO03. It should
be noted that genes coding for ERL2, ABHland OSTL1, previously found when controlled
conditions are applied to grapevine (Marguerit et al., 2012), for traits relative to transpiration and
5%C, have also been found in field conditions on apple tree, on the basis of image-based and fruit

production traits.

This study constitutes a first step for genetic analysis of traits derived from airborne imaging for
the assessment of response of an apple tree progeny to water deficit at field. Results showed that
spectral indices were sufficiently sensitive to reveal genetic variability of the population, and to
enable QTL detection. The use of mixed linear model has allowed taking into account the
different flight acquisition data and the different environmental conditions. Indeed, QTLs found
were detected independently from the acquisition dates. The four QTL zones identified for the
water stress condition and the differential index exhibited several key genes putatively involved

in drought response through the abscisic acid biosynthesis or transduction signal ending with
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stomatal closure. This studyopens new avenues for analyzing a first set of candidate genesand is a

contribution to future selection of innovative plant material for woody plant response to drought.
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stress conditions (WS) and for differential index DI (WS-WW).

Fig. S1. Total significant QTLs detected on the consensus ‘Starkrimson’x‘Granny Smith’
(STKXGS) map.
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Table 1. (a) Environmental conditions at field in apple experimental field during image
acquisitions in 2010 and 2011 (mean values and standard deviations for six dates, see text for
detail). Ry: global radiation; Ta: air temperature; HR: air relative humidity; VPD: air vapor
pressure deficit; u: wind speed. Soil hydric potential (%): average of 6 representative well-
watered (WW) trees and water-stressed (WS) trees at 30 and 60 cm depths. (b) Ultralight aircraft
image acquisition system, including time of flight, cameras used and image settings, and original
image resolution for each date of experiment.

a
Variables| Units Date 1 Date 2 Date 3 Date 4 Date § Date 6
Solar time|hh:mm 11:40 10:40 09:50 10:00 10:00 09:20
Rg W.m? -- 782.20(114.23) 472.83(33.89) 770.67(3.27) 599.27(102.85) 705.00(0.00)
Ta 9 29.72(0.12) 28.08(0.42) 23.78(0.30) 26.91(0.19) 26.58(0.33) 26.85(0.49)
HR % 44.06(1.44) 32.97(1.03) 37.88(2.57) 58.72(0.75) 27.96(0.33) 31.80(-1.86)
VPD | kPa 2.34(0.04) 2.55(0.10) 1.83(0.11) 1.47(0.04) 2.51(0.06) 2.41(0.14)
ot |mst )| 201007) 2.72026) ____ 186(0.10) ____199(036) ___173(0.28) ___078(032)
¥ ww MPa -0.065(0.054) -0.053(0.028) -0.066 (0.036) -0.022(0.012) -0.046(0.039) -0.024(0.036)
Y ws -0.099(0.035) -0.133(0.017) -0.172(0.022) -0.031(0.021) -0.078(0.037) -0.130(0.048)
b
Date 1 Date 2 Date 3 Date 4 Date 5 Date 6
Flight altitude 350m 330m 480m 300m 300m 300m
Sensor
RGB Canon 400D Canon 500D Canon 500D Canon 500D Canon 500D Canon 500D
Canon 400D Canon 500D Canon 500D Canon 500D Canon 500D Canon 500D
NIR modified modified modified Modified modified modified
(745nm filter) (745nm filter) (745nm filter) (745nm filter) (745nm filter) (745nm filter)
Imageur Imageur Imageur Imageur Imageur Imageur
TIR FLIR B20HSV FLIR B20HSV FLIR B20HSV FLIR B20HSV FLIR B20HSV FLIR B20HSV
Setting
RGBSensibility 1SO 100 1SO 100 180 100 1SO 100 ISO 100 ISO 100
1/1250 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000 1/2000
Shutter speed
Aperture FS F2.8 F2.8 F35 F35 F3.5
NIR Sensibility ISO 100 1SO 100 IS0 100 IS0 100 IS0 100 ISO 100
1/1250 1/2000 1/2000 1/2500 1/2000 1/2000
Shutter speed
Aperture FS F28 F28 F35 F35 F35
Initial pixel size (cm)
RGB 5%5 3%3 5%5 3%3 3%3 3%3
NIR 5%5 3%3 5*5 3%3 3%3 3%3
TIR 30*30 35%35 53%53 30%30 30%30 30%30
Atmospherical
correction for TIR no 1no no Yes Yes Yes
image
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Table 2.List of phenotypic variables and equations used for computing (NIR: near infrared; R:
red; B: blue; G: green, Tmax and Tpyin: maximum and minimum surface temperatures, Ts: surface
temperature, T,: air temperature and TC: trunk circumference).

Variable Description Equation Reference

NDVI Normalized Differences Vegetation Index (NIR —R)/ (NIR +R) Rouseetal, 1973

VARI Visible Atmospherical Resistant Index (G-R)/ (G+R) Peng and Gitelson, 2011
SRPI  Simple Ratio Pigment Index B/R Lebourgeois et al.. 2012
T.T,  Air-surface temperature differences

(Tmin_ Ta) - (Ts_Ta)

WDI  Water Deficit Index Tt Ta) ~ = T2 Moran et al., 1994; Virlet et al., submitted

TCSA Trunk Cross Section Area (mm?) TC?/4 =
NbFr  Fruit number per tree

BmFr  Fruit biomass per tree (Kg)
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Table 3. Description of fixed (M: modality; D: date; Y: year) and random (G: genotype) effects
used in mixed linear models selected for each variable. For each trait, variances percentage of
each random effect and of the residuals (Res), and broad-sense heritability values (h%,) are
indicated. DI: differential index (variable difference between WS and WW trees).

Fixed effect Random effect % variances

M D ¥ G GxM GxD GxY G GxM GxD GxY Res h3b

NDVI me X X - X X - - 35 19 - - 46 0.62
sd X X - X X - - 21 8 - - 7% 0.50

VARI me X X - X X X - 23 6 9 = 61 0.77
sd X X - X X X - 9 5 10 - 76 0.56

SRPI me X X - X X X - 19 18 4 - 59 0.60
sd X X - X X X - 17 8 5 - 70 0.69

T.T, me X X - X X X - 15 18 5 s 62 0.55
sd X X - X X X - 7 9 4 - 79 0.49

WDI me X X - X X X - 11 7 5 - 76 0.59
sd X X - X X X - 3 6 6 - 85 0.31

TCSA X - X X X - - 51 15 - - 34 0.76
NbFr X - X X - - X 25 - - 37 37 0.52
BmFr X - X X X - X 12 8 = 32 49 031

b
Fixed effect Random effect % variances

M D ¥ G GxM GxD GxY G GxM GxD GxY Res h3b

NDVI DI me - X - X - - - 44 - - - 56 0.61
sd - X - X - - = 19 & s 5 81 0.32

VARI DI me - X - X - - - 19 - - - 81 0.33
sd - X - X - X - 13 - 8 - 79 0.62

SRPI DI me - X - X - - - 35 - - - 65 0.52
sd - X - X - X - 17 - 7 - 75 0.70

TT, DI me - X - X - - - 34 - - - 66 0.50
sd - X - X - X - 19 - 14 - 67 0.70

WDI DI me - X - X - - - 17 - - - 83 0.29
sd - X - X - - - 9 - - - 91 0.17

TCSA DI - - X X - - - 35 - - - 65 0.52
NbFr_DI - - X X - - X 13 - - 1 86 0.38
BmFr DI - - x x - - - 17 - - - 83 029
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Table 4. Genetic r Pearson’s correlations between NDVI, VARI, SRPI, WDI variables, and TCSA, NbFr and BmFr, for genetic means
two water regimes confounded (a), for well-watered trees (b), water-stressed trees (c) and for differential index (DI: d). r values in bold
type were significant for p-value < 0.001.

S & gz 53 § £ 5 § 5§ g ¢ S g g 3 § & 5 § 5 g ¢
§ £ & 5 5 ¢ f 5 8 2 5 § £ &5 5 5 ¢ f 5 8 2 5
A B

NDVI 1 1

VARI 0.61 1 0.74 1

SRPI 0.80 0.28 1 0.64 0.26 1

sdNDVI  -0.58 -0.55 -049 1 -0.66 -0.60 -0.43 1

sdVARI  0.03 0.15 0.00 0.36 1 -0.16 -0.31 -0.13 0.42 1

sdSRPI  -0.64 -0.62 -0.54 088 0.33 1 -0.46 -046 -052 0.66 057 1

WDI 015 0.06 0.02 016 -016 0.12 1 -003 021 -025 0.10 -030 0.02 1

sdwbDl  0.03 0.06 -0.14 039 021 027 052 1 -0.07 001 -0.22 008 -0.11 -0.01 0.52 1

TCSA 0.67 033 057 -036 0.03 -035 013 0.09 1 063 029 045 -033 0.01 -0.28 0.14 0.07 1

NbFr 032 032 025 -028 020 -024 -0.21 -0.12 0.39 1 029 028 013 -0.27 0.13 -0.14 -0.06 -0.06 0.39 1

BmFr 040 035 032 -027 022 -023 -0.20 -0.04 050 0.85 1 048 038 023 -037 -001 -0.13 -0.03 -0.04 050 0.85 1

c D

NDVI 1 1

VARI 0.71 1 0.74 1

SRPI 0.88 0.51 1 0.82 045 1

sdNDVI -0.64 -053 -058 1 -0.19 -0.06 -0.32 1

sdVARI  0.06 -0.10 0.10 025 1 -0.05 -0.29 002 -012 1

sdSRPI  -0.58 -0.60 -0.60 0.74 0.25 1 -0.51 -052 -057 025 042 1

WDI -0.15 010 -0.12 0.23 -0.30 0.10 1 -0.16 0.18 -0.20 0.07 -0.34 0.03 1

sdwDl  -0.05 0.04 -0.06 035 0.07 017 0.49 1 -009 001 -010 006 -012 0.01 051 1

TCSA 060 031 054 -031 0.05 -0.34 0.08 0.07 1 055 048 030 013 -006 -0.26 -013 -0.10 1

NbFr 029 029 027 -023 022 -026 -0.28 -0.13 0.39 1 055 049 033 022 -008 -0.19 -0.03 -0.04 0.2 1

BmFr 052 038 039 -0.23 0.03 -0.10 -0.21 0.01 0.50 0.85 1 048 035 027 029 -0.04 -0.07 -0.08 -0.01 0.55 0.75 1
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Table 5. Main QTLs detected on the consensus STKxXGS map by MQM mapping for NDVI,
VARI, SRPI, TsT,, WDI, TCSA, NbFr and BmFr variables in well-watered (WW) and/or water-
stress conditions (WS) and for differential index DI (WS-WW).

Traits LG LOD R2 R2global  Position  Cofactor Locus Allelic effec Af Am D
NDVI_WW 14 4.27 0.149 26.318 CHO05g11_SG D, Af, Am -7.80E-03 1.96E-03 -9.11E-03
sdNDVI : 08 4.71 0.142 29.763 CHO02909_SG Af 3.15E-03 1.60E-04 -9.93E-04
sdNDVI_WS , 06 4.02 0.141 1 HBO9TC_S Af -1.33E-03 3.08E-04 9.00E-05
stARI_\NW' 01 4.08 0.143 12.749 Hi02c07_SG D 5.00E-05 -1.75E-06 -1.45E-04
VARI_DI* , 03 415 0.145 62.417 CHO03g12y_SG D, Af, Am 571E-04 -3.94E-04 -6.76E-04
SRPI* , 09 4.08 0.143 34.112 CH01h02_SG Af,Am,D 2.23E-03 1.97E-03 1.86E-03
SRPI_WW , 09 451 0.157 34.112 CH01h02_SG Am, Af,D 3.14E-03 3.32E-03 1.32E-03
SAdSRPI , 08 4.55 15.8 29.763 CH05a02y_G Af 1.74E-03 -9.55E-05 -9.76E-04
SdSRPI_WW , 08 4.37 0.153 35.571 MdPI_SG Af 3.51E-03 9.96E-04 1.49E-04
TsTa_2_DlI 05 4.19 0.119 0 Hi09b04_G Am, Af -1.48E-01 -1.64E-01 -5.78E-02
’ 06 6.74 0.202  0.208 0 HBO9TC_S Af, Am -2.47E-01 1.63E-01 -7.77E-02
WDI_WW* ’ 03 4.2 0.147 0 CHO03e03_SG Am, Af 3.89E-03  -4.50E-03 3.80E-05
TCSA_WS 10 4.14 0.145 15.783 MdVRN1b_S Af, D -7.03E+01 4.05E+00 2.90E+01
NbFr_WW 13 5.79 0.196 77.149 MdARF104_S Af, Am -1.07E+01 -1.03E+01 4.52E+00
NbFr_WS ’ 05 4.51 0.156 0 Hi09b04_G Af,D 2.31E+00 -5.11E-01 -1.19E+00
BmFr_WS ’ 05 4.59 0.159 0 Hi09b04_G Af, D 1.89E+00 -4.14E-01 -1.19E+00
TCSA _DI* 10 4.42 0.154 16.687 MdVRN1b_S Af -1.57E+02 -1.17E+01 6.40E+01
NbFr_DI* 13 5.19 0.178 77.149 MdARF104_S Af, Am 2.656E+01 2.55E+01 -8.87E+00
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Table 6. List of the most remarkable annotated sequences in four QTL zones detected on LG03, LGO05, LG06 and LG10 for the 6-
dates analysis (for details, see text).

Linkage group of the Arabidopsis locus TAIR description/putative function

Copy Nrin QTL Copy Nrin apple Reference

QTL detected genome

3 AT2G34830 WRKY35; transcription factor highly induced in drought 1 2 Guo et al., 2014

3 AT2G47460 MYB12; transcription factor controlling biosynthesis of chalcone synthase; 1 Wang et al., 2012
response to UV-A, UV-B

3 AT5G49330 MYB111; transcription factor controlling byosynthesis of chalcone 1 7 Wang et al., 2012
synthase; reponse to UV-A, UV-B

3 AT1G66350 RGL1; transcription factor involved in ROS reduction 1 12 Yan et al., 2014

3 AT2G27310 F-boxprotein induced in response to abiotic stress 2 5

3 AT3G03450 RGL2; transcription factor involved in ROS reduction 3 7 Yan et al., 2014

3 AT3G63010 GID1B (GA insensitive dwarf 1B); hydrolase, ABA mediated signaling 1 2
pathway

3 AT3G63060 EDL3; F-boxprotein induced in abiotic stress, ABA mediated signaling 1 1 Koops et al.,, 2011
pathway

3 ATA4G02380 SAG21 (SENESCENCE-ASSOCIATED GENE 21); role in oxidative stress 1 3 Salleh et al., 2012
tolerance; mRNA level increase in response to various stress

3 AT5G19330 ARIA (armadillo/beta-catenin repeat family protein); interacts with a 4 8 Kimet al., 2004
transcription factor, ABF2, which controls ABA-dependent gene expression
via the G-box-type ABA-responsive elements

3 AT5G07180 ERL2 (Erecta-like 2); kinase, role in stomata development 1 4 Masle et al., 2005

5 AT4G18050 PGP9 (P-glycoprotein 9)/ABCB9; ATPase, coupled to transmembrane 1 7 Martinoia et al., 2002
movement of substances

5 ATA4G18700 CIPK12 (CBL-interacting protein kinase 12)/SnRK3.9; role in stomatal 1 3 Nozawa et al., 2003
movement

5 AT5G45820 CIPK20 (CBL-interacting protein kinase 20)/SNRK3.6; role in stomatal 2 5 Nozawa et al., 2003
movement

5 AT1G06040 STO (salt tolerance); co-localizes with COP1, role in light signaling 6 Indorf et al., 2007

5 AT1G28480 GRX480; electron carrier/ protein disulfide oxidoreductase, ABA mediated 3 Ndamukong et al., 2007
signaling pathway

5 AT1G29395 COR414-TML1; cold regulator induced by short-term cold-treatment, water 2 4 Zybailov et al., 2008
deprivation, and abscisic acid treatment

5 AT1G30100 NCED5; 9-cis-epoxycarotenoid dioxygenase 2 2 Daszkowska-Golec and Szarejko,

2013

5 AT1G30270 CIPK23 (CBL-interacting protein kinase 23) 3 3 Cheong et al., 2007

5 AT1G61340 F-box family protein induced by various biotic or abiotic stress 2 2

5 AT2G34600 JAZ7 (jasmonate-zim-domain protein 7) 2 2 Daszkowska-Golec and Szarejko,

2013

5 AT4G18780 IRX1 (irregular xylem 1)/LW2; mutants enhance drought and osmotic stress 6 9 Chen et al., 2005
tolerance in Arabidopsis

5 AT5GA7220 ERF2 (ethylene responsive element binding factor 2); transcription factor, 1 2 Soto et al., 2002

down-regulated by ABA
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Table 6 (Continued)

Linkage group of the Arabidopsis locus TAIR description/putative function

Copy Nrin QTL Copy Nrin apple Reference

QTL detected genome
6 AT4G17870 Member of PYR/PYL/RCAR family proteins function as abscisic acid 1 2 Daszkowska-Golec and Szarejko,
sensors; mediates ABA-dependent regulation of PP2Cs, ABI1 and ABI2 2013
6 AT4G25960 PGP2 (P-glycoprotein 2)/ABCB2 1 1 Martinoia et al., 2002
6 AT5G16770 AtMYB?9; transcription factor, response to ABA signal 1 2 Yanhui et al., 2006
6 AT1G32640 MYC?2; transcription factor 2 9 Wang et al., 2012
6 AT1G67080 ABA4 (abscisic acid-deficient 4); intramolecular oxidoreductase 3 7 Daszkowska-Golec and Szarejko,
2013
6 AT2G40190 LEWS3 (Leaf wilting 3); plays vital roles in cell-wall biosynthesis and abiotic 1 4 Zhang et al., 2009
stress response
AT4G17615 CBL1 (calcineurin B-like protein 1); calciumion binding Cheong et al., 2007
ATAG33950 OST1 (open stomata 1); induction of stomatal closure after activation of Kimet al., 2010
ABHL, ABI1and ABI2
10 AT1G04120 ATMRP5 /ABCCS5; encodes a high-affinity inositol hexakisphosphate 1 3 Kimet al., 2010
transporter that plays a role in guard cell signaling and phytate storage
10 AT1G04710 PKT4 (peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 4); potassium channel inhibited 1 1 Daszkowska-Golec and Szarejko,
in response to ABA signal, enabling stomatal closure 2013
10 AT2G33150 PKT3 (peroxisomal 3-ketoacyl-CoA thiolase 3); potassiumchannel inhibited 7 11 Daszkowska-Golec and Szarejko,
in response to ABA signal, enabling stomatal closure 2013
10 AT1G15520 PDR12 (pleiotropic drug resistance 12)/ ABCG4Q; role in tranfert of ABA in 3 16 Boursiac et al., 2013
response to drought in guard cell
10 AT2G13540 ABH1 (ABA hypersensitive 1); RNA cap binding, activating after ABA 1 7 Kimet al., 2010
perception by PYR/PYL/RCAR
10 AT2G17290 CPKG®6 (Ca2+-dependent protein kinase 6); functions in guard cell ion 1 5 Laanements et al., 2013
channel regulation; directly activated by elevations in calcium
10 AT2G33700 PP2CG1 (putative protein phosphatase 2C) 12 Schweighofer et al., 2004
10 AT3G07370 CHIP (carboxyl terminus of HSC70-interacting-protein); plays an important 3 Shen et al., 2007
role in protein quality control in chloroplasts.
10 AT3G18490 ASPGL1 (Aspartic Protease in Guard Cell 1); functions in drought avoidance 1 9 Yao et al., 2012
through abscisic acid signalling in guard cells
10 AT1G58440 XF1/DRY2; squalene monooxygenase; drought hypersensitive 2 25 Pose et al., 2009
10 AT1G78380 ATGSTUL9 (Glutathione S-transferase TAU 19) 27 Mueller et al., 2008
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Fig. 1. Genomic positions of the QTLs detected on the consensus ‘Starkrimson’x‘Granny
Smith’ (STKxGS) map. QTLs are represented by boxes, in which length represents the LOD-
1 confidence interval and extended lines represent the LOD-2 confidence interval. Boxes
relative to QTLs for the mean values are white, standard deviation values are hatched. QTL
detected for BLUP are in bold and * are for QTL detected for BLUP and mean values.
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Supporting Informations

Table S1.Values of traits (mean and standard deviation) investigated for vegetation and stress
indices, transpiration rates indices, trunk morphology, tree vigor, fruit production in well-
watered (WW) or water-stressed conditions (WS) and for the differential index (DI: WS-

WW).

Date 1 Date 2 Date 3 Date 4 Date 5 Date 6
NDVI ww 0.182 (0.048) 0.202 (0.039) 0.172 (0.056) 0.178 (0.037) 0.192 (0.031) 0.237 (0.034)
WS 0.172 (0.059) 0.175 (0.057) 0.160 (0.067) 0.179 (0.042) 0.176 (0.042) 0.202 (0.050)
DI -0.011 (0.051) -0.027 (0.050) -0.012 (0.062) 0.001 (0.033) -0.016 (0.034) -0.035 (0.042)
sdNDVI ww 0.075 (0.024) 0.063 (0.019) 0.094 (0.027) 0.038 (0.013) 0.035 (0.014) 0.043 (0.012)
Ws 0.084 (0.024) 0.081 (0.025) 0.105 (0.030) 0.042 (0.014) 0.045 (0.016) 0.056 (0.017)
DI 0.009 (0.024) 0.018 (0.022) 0.010 (0.030) 0.004 (0.015) 0.010 (0.016) 0.012 (0.017)
VARI ww 0.154 (0.009) 0.114 (0.008) 0.146 (0.006) 0.137 (0.004) 0.144 (0.006) 0.126 (0.008)
WS 0.151 (0.010) 0.115 (0.007) 0.143 (0.007) 0.135 (0.004) 0.142 (0.006) 0.127 (0.008)
DI -0.003 (0.009) 0.001 (0.006) -0.003 (0.006) -0.002 (0.004) -0.002 (0.005) 0.002 (0.008)
sdVARI ww 0.015 (0.004) 0.016 (0.004) 0.012 (0.003) 0.008 (0.002) 0.010 (0.003) 0.021 (0.004)
WS 0.017 (0.004) 0.014 (0.004) 0.013 (0.003) 0.008 (0.002) 0.010 (0.003) 0.019 (0.004)
DI 0.001 (0.005) -0.002 (0.004) 0.001 (0.003) 0.000 (0.002) 0.000 (0.003) -0.002 (0.004)
SRPI ww 1.026 (0.035) 0.987 (0.011) 1.037 (0.017) 1.020 (0.014) 1.026 (0.018) 1.076 (0.026)
WS 1.009 (0.044) 0.961 (0.022) 1.007 (0.028) 1.017 (0.019) 1.008 (0.027) 1.040 (0.037)
DI -0.016 (0.040) -0.026 (0.020) -0.030 (0.027) -0.003 (0.018) -0.018 (0.026) -0.036 (0.035)
SdSRPI ww 0.069 (0.022) 0.021 (0.008) 0.034 (0.012) 0.024 (0.009) 0.031 (0.011) 0.052 (0.012)
WS 0.079 (0.022) 0.035 (0.012) 0.049 (0.016) 0.028 (0.010) 0.038 (0.012) 0.057 (0.013)
DI 0.009 (0.022) 0.014 (0.012) 0.015 (0.015) 0.004 (0.010) 0.007 (0.012) 0.004 (0.014)
TsTa ww 4.265 (1.395) 0.251 (0.675) 8.922 (0.857) 5.797 (2.272) 0.346 (1.439) -1.213 (1.162)
Ws 6.536 (1.632) 2.279 (0.753) 12.903 (1.112) 5.710 (2.327) 5.150 (2.181) 4.321 (1.907)
DI 2.282 (1.507) 2.036 (0.785) 3.986 (1.087) -0.069 (2.301) 4.816 (2.137) 5.550 (1.952)
sdTsTa ww 1.550 (0.656) 0.634 (0.239) 0.906 (0.278) 2.202 (0.795) 2.069 (0.741) 1.508 (0.572)
WS 1.533 (0.566) 0.753 (0.267) 0.861 (0.253) 2.201 (0.728) 2.079 (0.598) 1.991 (0.702)
DI -0.010 (0.569) 0.118 (0.296) -0.045 (0.335) 0.000 (0.855) 0.015 (0.734) 0.489 (0.736)
WDI WW 0.271 (0.121) 0.259 (0.116) 0.200 (0.094) 0.360 (0.113) 0.280 (0.095) 0.197 (0.069)
WS 0.498 (0.119) 0.502 (0.113) 0.602 (0.104) 0.361 (0.109) 0.601 (0.104) 0.492 (0.074)
DI 0.227 (0.129) 0.243 (0.099) 0.403 (0.098) 0.001 (0.118) 0.321 (0.123) 0.296 (0.090)
sdWDI ww 0.129 (0.049) 0.101 (0.032) 0.094 (0.032) 0.145 (0.047) 0.128 (0.040) 0.094 (0.032)
WS 0.140 (0.037) 0.146 (0.043) 0.100 (0.030) 0.153 (0.045) 0.126 (0.036) 0.113 (0.035)
DI 0.011 (0.051) 0.045 (0.042) 0.005 (0.041) 0.009 (0.060) -0.002 (0.050) 0.019 (0.043)
2010 2011
TCSA ww 2270 (801.1) 2444 (884.0)
WS 1763 (624.3) 2003 (726.6)
DI -508.8 (688.7) -444.3 (778.3)
NbFr ww 49.17 (56.04) 222.4 (109.6)
WS 33.36 (38.90) 194.9 (95.78)
DI -15.87 (43.01) -27.63 (84.04)
BmFr ww 5.03 (5.064) 30.01 (11.48)
WS 3.10 (3.441) 20.61 (7.956)
DI -1.95 (4.139) -9.408 (10.49)
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Table S2. Total QTLs detected on the consensus STKxGS map by MQM mapping for all
variables in well-watered (WW) and/or water-stress conditions (WS) and for differential
index DI (WS-WW).
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Traits LG LOD R2 R2global Position Cofactor Locus Allelic effec Af Am D
NDVI_WW 14 4.27 0.149 26.318 CHO05g11_SG D, Af, Am -7.80E-03 1.96E-03 -9.11E-03
NDVI_11_WW 14 4.67 0.161 31.384 MdAFL2_G Af,Am,D -8.91E-03 3.58E-03 -7.14E-03
NDVI_4 14 5.07 0.152 33.384 MdAFL2_G Af,Am,D -8.58E-03 8.02E-03 -7.48E-03
03 4.33 0.129 0.244 0 CHO03e03_SCAf 1.05E-02 -4.36E-03  4.40E-03
NDVI_4_WW 14 5.84 0.168 31.384 MdAFL2_G Af -1.04E-02 5.11E-03 -7.84E-03
03 5.33 0.149 0.367 8.56 NZmsMdMY Af 1.10E-02 -4.86E-03 7.63E-03
NDVI_5_WWwW 14 4.17 0.146 8.109 MdCKXla_S Af,Am,D -7.56E-03 5.23E-03 -4.32E-03
sdNDVI 08 4.71 0.142 29.763 CHO02g09_SG Af 3.15E-03 1.60E-04 -9.93E-04
sdNDVI_WsS 06 4.02 0.141 1 HBO9TC_S Af -1.33E-03  3.08E-04 9.00E-05
sdNDVI_2 06 5 0.15 0 HBO9TC_S Af,D,Am -6.26E-03 1.17E-03 -1.81E-03
08 4.46 0.132 0.23 31.041 CHO05a02y_G Af,D,Am 6.07E-03 1.51E-03 -1.76E-03
sdNDVI_2_WW 08 4.12 0.144 32.041 CHO05a02y_G Af,D,Am 6.31E-03 1.25E-03 -1.78E-03
sdNDVI_2_WS 06 5.55 0.189 0 HBO9TC_S Af,Am,D -851E-03 2.58E-03 -1.66E-03
NDVI_1_DlI 05 4.53 0.157 0 Hi09b04_G Af,D 1.88E-02 -1.28E-03  -1.02E-02
sdNDVI_1 DI 11 4.49 0.156 17.393 GD_SNP01477_G Af, Am,D -6.94E-03  2.63E-03 -1.22E-03
VARI_11_WW 03 4.14 0.145 27.865 Hi03d06_SG Af 1.38E-03 -2.25E-04  8.99E-04
VARI_4 03 4.33 0.151 21.064 Hi03d06_SG D 7.74E-04 -3.91E-04 1.02E-03
VARI_4_ WW 03 4.48 0.136 21.064 Hi03d06_SG D 8.81E-04 -3.93E-04 1.07E-03
04 4.09 0.125 0.164 57.434 Hi23d1ly SG Am, D 1.80E-05 9.98E-04 -6.53E-04
VARI_5_WW 03 4.05 0.142 20.064 CHO03g07_SG D, Af 1.13E-03 -4.26E-04  1.46E-03
sdVARI_WW* o1 4.08 0.143 12.749 Hi02c07_SG D 5.00E-05 -1.75E-06  -1.45E-04
sdVARI_4 12 4.13 0.144 0 CHO05d04_SG Af, D -4.39E-04  -1.81E-05 2.94E-04
VARI_DI* 03 4.15 0.145 62.417 CHO03g12y_SG D, Af, Am 5.71E-04 -3.94E-04  -6.76E-04
VARI_3_DI 03 5.18 0.177 62.417 CHO03g12y_SG Af, D 1.39E-03 -8.62E-04  -1.16E-03
SRPI* 09 4.08 0.143 34.112 CHO01h02_SG Af,Am,D 2.23E-03 1.97E-03 1.86E-03
SRPI_WW 09 4.51 0.157 34.112 CHO01h02_SG Am, Af,D 3.14E-03 3.32E-03 1.32E-03
SRPI_10_WW o7 5.72 0.135 50.46 Hi05b09_SG Am -8.15E-04  5.86E-03 4.50E-04
08 5.33 0.126 32.041 CHO05a02y_G Af, D, Am -5.05E-03 -1.79E-03 1.93E-03
09 5.72 0.137 0.35 33.112 CHO01h02_SG Am, Af,D 2.51E-03 4.39E-03 1.15E-03
SRPI_1_WW 08 5.26 0.15 29.763 CHO05a02y_G Af -1.03E-02 -3.01E-03  4.14E-03
09 5.12 0.146 0.244 33.112 CHO01h02_SG Am, Af,D 5.02E-03 8.75E-03 1.98E-03
SRPI_2_WW o7 5.06 0.149 55.46 Hi05b09_SG Am, D, Af 1.06E-03 3.64E-03 1.71E-03
09 4.51 0.131 0.222 35.112 MdRGL2a_S Am, D, Af 1.63E-03 2.61E-03 2.00E-03
SRPI_5 o7 4.62 0.137 17.433 MdLHP1la_S D, Am 3.16E-05 -2.87E-04  5.61E-04
13 4.18 0.123 0.186 48.338 NHO009b_SG Am 1.74E-05 -6.23E-04  -1.20E-05
sdSRPI 08 4.55 15.8 29.763 CHO05a02y_G Af 1.74E-03 -9.55E-05  -9.76E-04
sdSRPI_WW 08 4.37 0.153 35.571 MdPI_SG Af 3.51E-03 9.96E-04 1.49E-04
sdSRPI_10 08 4.24 0.148 28.763 CHO02g09_SG Af,D 3.81E-03 3.83E-04 -1.73E-03
sdSRPI_10_WW 08 4.61 0.161 36.571 MdPI_SG Af, Am 4.79E-03 1.95E-03 3.27E-04
sdSRPI_11 17 4 0.14 19.057 NZsnpCOS3_G Am, D -1.04E-04  2.86E-03 -1.31E-03
sdSRPI_1 08 4.34 0.151 38.571 MdPI_SG Af,D 6.22E-03 6.94E-04 -2.04E-03
sdSRPI_1_WW 08 4.41 0.153 35.571 MdPI_SG Af, Am 6.83E-03 1.85E-03 -4.82E-04
sdSRPI_2* 06 4.68 0.134 10.937 CHO03d07_SG Af,D -2.51E-04  3.89E-05 1.20E-04
16 4.8 0.138 0.234 65.45 CHO04f10_SG Af,D -2.06E-04 -2.19E-04 1.88E-04
sdSRPI_2_WW " 08 5.23 0.179 31.041 CHO05a02y_G Af 3.04E-03 -9.66E-05  -8.50E-04
sdSRPI_2_WS " 06 4.47 0.155 2 HBO9TC_S Af -3.97E-03  8.96E-04 -7.21E-05
sdSRPI_6 " 06 4.17 0.146 12.608 CHO03d07_SG Am, Af 3.73E-04 -3.90E-04  -8.48E-05
sdSRPI_6_WW " o1 4.27 0.149 13.749 Hi02c07_SG D, Af 1.80E-03 -1.39E-04  -2.99E-03
SRPI_1_DTI " 05 4.19 0.146 0 Hi09b04_G Af,D 5.14E-02 -4.59E-03  -2.52E-02
15 4.38 0.128 0.054 0 MdEFL3b_S D 8.04E-03 1.86E-03 1.27E-02
SRPI_11_DI " o7 4.45 0.133 49.46 Hi05b09_SG Af,D,Am -6.02E-04 4.68E-04 4.70E-04
08 5.35 0.166 0.17 27.763 CHO02g09_SG Af, Am -8.18E-04  -4.46E-04  1.90E-05
TsTa_2 WW " o7 4.34 0.151 20.296 GD_SNP00247_S D 4.73E-02 2.76E-02 -1.74E-01
sdTsTa_2 15 4.72 0.163 52.834 MdCLV1c_SG Am, D, Af -3.73E-03  9.22E-03 4.54E-03
sdTsTa_3_WS 10 4.1 0.143 65.68 MdJAFB6_S D, Am, Af 1.54E-02 -2.17E-02  -6.39E-02
TsTa_2_DI " 05 4.19 0.119 0 Hi09b04_G Am, Af -1.48E-01 -1.64E-01  -5.78E-02
" 06 6.74 0.202 0.208 0 HBO9TC_S Af, Am -2.47E-01 1.63E-01 -7.77E-02
sdTsTa 3_DI 14 5 0.172 2 MdTFL1a_S Am, Af -1.17E-02 -2.63E-02  -1.04E-02
WDI_WW* " 03 4.2 0.147 0 CHO03e03_SG Am, Af 3.89E-03 -4.50E-03  3.80E-05
WDI_11_WW " 03 4.49 0.156 0 CHO03e03_SG Am, Af 1.17E-02 -2.05E-02 2.59E-03
WDI_2_WwW " o7 4.07 0.142 20.296 GD_SNP00247_S D -8.89E-04  4.97E-03 -3.35E-02
WDI_5 ww " 03 4.63 0.16 0 CHO03e03_SG Am, Af 1.54E-02 -2.43E-02 7.30E-03
sdWDI_2* i’ 08 4.35 0.151 58.529 Hi23g12x_SG D 9.67E-04 8.11E-04 -1.32E-03
sdwDI_2_WW " o1 4.28 0.149 10 CHO03g12z_S Af,D,Am -9.82E-03  1.84E-03 -2.41E-03
sdWDI_4* g 08 4.7 0.163 34.041 MdPI_SG Af 1.89E-03 -1.95E-05  -5.92E-04
TCSA_WS 10 4.14 0.145 15.783 MdVRN1b_S Af,D -7.03E+01  4.05E+00 2.90E+01
NbFr_Ws " 05 4.51 0.156 0 Hi09b04_G Af,D 2.31E+00 -5.11E-01  -1.19E+00
NbFr_Ww 13 5.79 0.196 77.149 MdJARF104_S Af, Am -1.07E+01  -1.03E+01 4.52E+00
BmFr_Ws " 05 4.59 0.159 0 Hi09b04_G Af,D 1.89E+00 -4.14E-01  -1.19E+00
TCSA_DI* 10 4.42 0.154 16.687 MdVRN1b_S Af -1.57E+02 -1.17E+01 6.40E+01
TCSA_10_DlI 10 4.69 0.162 16.687 MdVRN1b_S Af -2.25E+02 1.64E+01 9.68E+01
NbFr_DI* 13 5.19 0.178 77.149 MdJARF104_S Af, Am 2.65E+01 2.55E+01 -8.87E+00
NbFr_11_DI 10 4.16 0.128 0 CHO04c06z_G Af, Am -2.12E+01 -1.64E+01 1.86E+00
13 5.73 0.177 0.09 77.149 NZSNPQO06942_G Af, Am 1.72E+02 1.59E+02 3.33E+01
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Fig. S1. Genomic positions of the total QTLs detected on the consensus
‘Starkrimson’x‘Granny Smith’ (STKxGS) map. QTLs are represented by boxes, in which
length represents the LOD-1 confidence interval and extended lines represent the LOD-2
confidence interval. Boxes relative to QTLs for the mean values are white, standard deviation
values are hatched. QTL detected for BLUP are in bold and * are for QTL detected for BLUP
and mean values.

139



VAR! 3 Di LOD=5.18 (%ovar=17.7)

H
WDI_5 WWLOD=4.63 (%var=16.0)  VARI_DI*LOD=4.21 (%var=14.5)
1 H
WDI_ 10, WW LOD=4 49 (%var=15.6)
<<o_|<<m$ LOD=4.2 (%var=14.7)
VARI 5 WW LOD=4.05 (%var=14.2)
1]
VARI_4 WW LOD=4.48 (%var=13.6)
L —H TsTa 2 DI LOD=4.19 (%var=11.9)
VARI_4 LOD=4.33 (%var=15.1) —
| S| SRPI 1 DI LOD=5.96 (%var=17.9)
VARI 11 VW LOD=4.14 (%var=14.5) L1
H_ ] NDVI 1 DI LOD=4.53 (%var=15.7)
NDVI_4 WW L OD=5.33 (%var=14.9)
mFr_ =4, ovar=15,
E_.. .. 4 BmFr_WS LOD=4.59 (% 15.9)
NDVI_4 L OD=4.33 (%var=12.9) e
0 o NbFr_WS LOD=4.51 (%var=15.6)
a_ | ——
2 o o & 0)
@ 5] 0] D M %M_Z_M_S_ 2
N 2 k- 4 8 8 %_m%mm 2
oo O [0} O ®» © 2T
B2 8 g a® o 8% § 2 2 BEIXE 3
oS ~ i il ob sy & =] T T TOTBT T
= =3 g =z & w0V i O T O o O=0=0 O
el o 3 Wy 8 T & o NS
S E e Q o 5 2 | D
I N T =} T 2 I 2 I (L]
oz o - B: = i | AR
¥s \/ T o © TYQ-T  ©
o al = g i I¥5BF I
- i\
cw© - o © o < o
S 2 I3 88 8 8 &
SAWDI_2 WWLOD=4 28 (%var=14.9)
V777777777
SASRPI_6 WW LOD=4.27 (%var=14.9)
VARI_4_WW LOD
=4 9 =12
sdVARI_WW'* LOD=4.08 (%var=14.3) |_4_WWLOD=4,09 (%var=12.5)
o 2 o 2 ) m_ 0)
M_L O 3 %_ o M,_M_ = o M_S_ m_
o & 33 280 £0 8 o 8 5 £ £ Sz 8
N %) ~35 =xW0 (] D g B85 % & T o=
& l p 2B 0,284 33 s Ez§ 3 9B I SR 2
s ~ w w o =
= S | aZ __1CMT 5] I T EE 12 [m] T I T
3 g - 20 3538k g8 O = U0 ¥ O = O =
= =) o 40T T <
5 B 208 8953E2 I3 3 H H
- Nt NANSAA A -~ [ A
D) C i 11 D O = q® © o @™ ®©% ~
- N 777V NN 1T or o oe g B ¢ 83 o
o N O O® OOmN®mT NWB
> =g - NN OM< < <

140



LG7

LG6

SRP!_11_DI LOD=4.45 (%var=13.3)
= —

?3;P<s\<ro_“uué$ (%var=15.1)

WDI_2 WS _.owui: (%var=14.2)

SRPI_5 roum_.mn (%var=13.7)

SRPI_2 WW LOD=5.06 (%var=14.9)
s U .|

SRPI_10_WW LOD=5.72 Mo\%mﬂa_g

MdSPL8_S

MdCCD7b_S GD_SNP00247_S
MdSOC1b_S CHO4e05_S
MdSOC1b_G

MS06c09_SG

Hi05b09_SG

MdGA200x1c_SG

CN444794-SSR_SG
Hi03a10_SG

\

~

45

0.0
17.5 ——— MdLHP1a_S

16.4 N\
20.3

2

3

40.5

57.9

62.8

TsTa_2 DI LOD=6.74 (%var=20.2)

~N

T—H

sdSRPI_6 LOD=4.17 (%var=14.6)
V72222

SASRPI_2 WS LOD=4.47 (%var=15.5)

7722,

sdSRPI_2* LOD=4.68 (%var=13.4)

7

sdNDVI_2 WS LOD=5.55 {%var=18.9)

\v%8

sdNDVI_2 LOD=5.00 (%var=15.0)

2

sdNDVI_WS LOD=4.01 (%var=14.1)

V72222

11.6 —| T~ CH03d07_SG
52 5 —T T~ Hi07b06_SG

34.6 —— CH03d12_SG

HBO9TC_S
NZ23g04_SG
MdMFTa_S

99 — - MdVRN2.1_SG

0.0
32.4 ——+— MdAFL1_G

50.9 —}— CHO03c01_G

22.4
57.0

LG8

SRPI_11_DIL.OD=5.35 (%Var=16.6)

H— —H
sdWDI_4*LOD=4.7 (%var=16.3)
w222
sdWDI_2*LOD=4.35 (%var=15.1)
B
sdSRPI_2 VWY LOD=5.23 (%var=17.9)
U

sdSRPI_1_VWYLOD=4 41 (%var=15.3)
Y.

sdSRPI_1 LOD=4.34 (%var=15.1)
7777222

sdSRPI_A VWYLOD=4 61 (%var=16.1)
I,

sdSRPI_A LOD=4.24 (%var=14.8)
Y,

sdSRPI_YWVLOD=4.37 (%var=15.3)
7z

SASRPILOD=4.55 (%var=15.8)

7

\
\

SRPI_1_WWLOD=5.26 (%var=15.0)

SRPI_A_VWW LOD!

5.33 (%var=12.6)

I

sdNDVI_2 YWWLOD=4.12 (%var=14.4)
22

sdNDVI_2 rO\U 4 46 (%var=13.2)

N
n

\
N
\

sdANDVILOD=4.71 (%var=14.2)
V277772 »
O] |
1%} [OYO1Y) %G_ o 2 a
o 11 /P 1> [N I
o NOo® | od O o o X
< 10&2 o0 n — 1, o
D O e o) © | o hal
P | ~ L O AN — ~— M o
O oows oo o X o
e IITS II © I ©T o
= OO=IT 00 = O = T
N~/
[¢ M1 D
VNN
S VONO VO © @ N 0
o ANOT D M~ 1 w0 . o]
b S e i ol N < w wn

141



LG9

0.0 NH029a_G
7T CHO1f03b_SG -
@ =2

3 T

¥ = 1~

17.8 Hi05e07_SG c %
? —

&S

33.1 CHO01h02_SG | |2 | [T
362~ MdrRGL2as | 5 | 5
36.6— - NZ04h11x_SG s =
37.9 MdGA3oxTb_S 8 R
<

e Q

£y =

& L

o

&

LG11
[%]
=
0.0 —— CHO04h02_SG 5
2.8 Hi07d11x_G =
7.1~ GD_SNP01140_SG =
9.7~ T~ GD_SNP01912_S Nu
=
17.4 GD_SNP01477_G NS
:g
26.1 CHO02d12_SG &
s
34.4 Hi02c06_SG g
&
XS
45.8 NZ04h11y_G
53.0 CHO04g07_SG

LG10
a -
0.0 CHO04c06z G 9 a
28— Hi02d04_SG $© 4
w ! I
3 3 5 S
= 2 2 128 CHO02a08y_SGr o
- - = s
o | I 167 MdVRN1b_S | |5 S
I 5 T y
é I N A
= le % 256 CH02¢11_SG — & =
o[18 = D}
O ¥ 5 316--CHO3d11sS < s
S Lo 08 32577 [-MdIAA106 G & T
N I 365-T-MdGA20x3a G A =
B o= 5 = 8 9
== = e 7=
o 5 X —
1 2 5 522+ | MJARF3_SG 2
® & G 544~ MdGA2ox2b_G i
¥ ¥ 5 565-[LCOL SG =
2 56.77] | -MdPHYEb_G @
60.8-7\- MS08903_G e
61.5/c\ MdGA20x8a_G &
65.7 MdAFB6_S A
S
2
<
o))
i
=
&
LG12 LG13
w
<
%
|
0.0 CHO05d04_SG g 0.0 —F—MdRGL1b_S
&)
:‘IL
13.4 ~]_|-CH05d11_SG L@ AT
TR g Rty i ey
S 19.6 ——CH02g01_SG
S
28.7 CHO01g12_G £ 29.5 —1— Hi04f09_SG
31.9 —1— MdGA20x4b_SG
37.7 CHO01f02_SG
48.3 NHO009b_SG
548 MdFT1_G
701 CHO3h03z_SG
72.0 —[1— CHO5f04_G
73.6 — T MdIAA33_G
76.1 ;\ NZSNPQ06942_G

142

78.3

MdARF104_S

vSO4

]
do7ia iH49N

=qo71d 0t

(291=181%) 69

=007 § Id¥S

(e'zi=1eA%) 8L'Y

(8°21=181%) 61 F

O
=001 MM 14AN

(9°61L=18A%) 6L'G

d

(8'24=181%) 61°G

=007 «Id 449N

=J0O7 I LI 4HIN

O

(£21=18A%) 4G



0.0
2.9
4.8
8.1
11.4
16.3

28.8
29.4

45.7
48.0

LG14

—— GD_SNP01401_G
~— - MdTFL1a_S
—TT~MdCKX1a_G
—~MdCKX1a_S
——~ CHO05g07z_SG

CHO01g05_SG

JOTAMM IAON

|- CHO5g11_SG
N MJAFL2_G

~
P

1env) 12y

(B'¥L=

—| |- U78948-SSR_SG
—— CH03a03_S

LG16

0.0

5.0 ~|
5.8~ |

CH02d10a_G

| - CH02a03_SG
- CHO5b06y_G

14.4 CHO05e04z_G

28.7 ——+— COS1093_S
31.2 —— Hi08f12_SG

40.5 Hi07d11y_S
43.0 —— CH05a04_SG

65.5 CHO04f10_SG

=007 +Z IdYSPs

(g8'€L=1ea%,) 08'v

AOTAMM L1 IAGN

{L'9l=len%) L9}

aol ¥ IAGN

(L'gL=leA%) L0'G

LG15

Z @ [0)]

2 3 3

& Ly

| Ito lD

élg 0.0 MJEFL3b_S Dé

ié '8' 8.3~| | -MdCCDBb SG LY
il G 8.5 CHO3b06_S =
g 3 8 13.5 NZ02b01_S %

5 3 it
%1 2 e
= = & ors MdRGL3a_ SG & &
O o) N - »
g - —
& 35.8 CHO1d08_S 0
QO
& =
o (o]
o (o]
5 i ¥
i N
S N
e 53.9 MdCLV1c_SG 3
- 59.3~] |- CH02d11_SG 3

59.7 =] [>MdSVPa_SG [
64.9 CHO3b10_SG 2
71.2 MDP000232116_SG
85.0 ———MdJAGL12_SG
87.1 —T— CH02c09_SG
94.9 Hi23g12y_SG
LG17
0.0 CHO04c06y_G @
wn
2
10.1 AT000174-SSR_SG |~
15.2\:/CHO1h01_G =
16.1=T [~ NZsnpCOS3_G 5
(w)
[l
S
3
29.8 Hi03c05_S =
<
Q
i
; N
41.9 Hi02f12_G P
50.2 MdLD_G
56.6~_— MdRGL2b_G
57.9— [~ MdLHP1b_G
61.1—~ CH05d08y_SG

143



144



Chapitre 4 : Discussion générale et perspectives







L’objectif de ce travail était de proposer, pour les vergers de pommiers, une méthode
de phénotypage a haut débit de la tolérance au stress hydrique, flexible, opérationnelle au
champ et a moindre colt, basée sur I’imagerie aéroportée. Sur la base du signal spectral dans
les domaines du visible, du proche infrarouge et de 1’infrarouge thermique, un certain nombre
d’indices spectraux ont pu étre calculés, puis utilisés pour caractériser la variabilité génétique
de la population de pommiers en réponse a la contrainte hydrique. L’analyse de conditions
environnementales variées (date et régime d’irrigation) a permis d’intégrer dans des mode¢les
génétiques les interactions génotype x environnement liées d’une part aux différences de
conditions environnementales et d’autre part aux modifications du dispositif d’acquisition des
données pour augmenter la puissance de détection des QTLs. Cette discussion fait le point sur
les apports de I’imagerie pour la caractérisation phénotypique de la réponse foliaire a la
contrainte hydrique, avec une problématique d’évaluation de la variabilité génétique du

pommier pour ce trait.

|. L’imagerie aéroportée pour le phénotypage a haut débit au verger

I.1. Haute résolution et simultanéité de balayage

Les vecteurs aériens utilisés au cours de ce travail de thése (ULM et hélicoptere) ont
permis d’acquérir des images a haute résolution du verger dans les domaines du visible et du
proche infrarouge (~3cm) ainsi que dans le domaine infrarouge thermique (~30cm) lorsque
les vols étaient effectués a 300m d’altitude. Le choix de la résolution des images thermiques
est un point important a considérer. En effet, I’utilisation de la température de surface de la
canopee comme indicateur du statut hydrique des arbres nécessite que la résolution de 1I’image
soit inférieure a la taille de la couronne pour ne pas introduire de biais lors leur interprétation
(Stagakis et al., 2012). Dans nos essais, 1’altitude de vol a permis I’acquisition d’images de la
parcelle de phénotypage en 1 a 3 clichés en un faible intervalle de temps, contribuant ainsi a
limiter les variations temporelles des facteurs climatiques pouvant influencer le signal spectral
entre 2 photos consécutives, notamment pour 1’imagerie thermique. L’inertie thermique du
feuillage des plantes étant faible, la quasi-simultanéité des clichés obtenus a constitué un atout

majeur pour I’étude de la réponse foliaire a la contrainte hydrique, car elle a permis
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d’appréhender la réponse de I’ensemble de la population par une vision synoptique obtenue a

un moment donné (snapshot).

La résolution de I’image thermique reste toutefois un objet de débat suite a cette étude.
En effet, la structure hétérogéne du couvert végétal dans la descendance de pommiers étudiée
et la résolution de I’image thermique ont contribué a générer de nombreux pixels mixtes, qui
integrent a la fois le signal renvoyé par la végétation, mais aussi celui du sol vu a travers le
feuillage, introduisant du bruit dans le signal thermique de ces pixels, et compliquant le travail
d’interprétation. L’utilisation de I’indice de stress, WDI, nous a permis dans une certaine
mesure de surmonter ce probléme et de montrer une bonne corrélation de la valeur moyenne
de I’indice par arbre avec le potentiel hydrique mesuré in planta, soit date par date, soit pour
I’ensemble des dates de prise de vue (chapitre 3 - Article 1). Cependant bien que les analyses
génétiques aient mis en évidence une héritabilité intéressante du WDI, le caractére complexe
de cette variable contribue a rendre difficile la dissection de ses déterminismes (Holland et al.,
2007).

I.2. Flexibilité du systéme d’acquisition

Dans nos conditions expérimentales, I’acquisition d’images aéroportées (données 2010
et 2011) a eté limitée par un certain nombre de facteurs. Le premier d’entre eux, inhérent a
toute acquisition d’images aéroportées, est la nécessité de travailler dans des conditions
environnementales aussi stables que possible (peu de vent et ciel dégagé, Rundquist et al.,
2014), notamment pour le canal thermique, car la température de canopée est tres sensible aux
variations climatiques. Le deuxieme facteur est le moment de la journée durant lequel ont été
effectuées les acquisitions d’images. Rundquist et al. (2014) recommandent également, pour
I’acquisition de données radiométriques sur les couverts végetaux, de procéder au maximum
pendant la période se situant entre 2h30 avant et apres le midi solaire. Dans notre cas, pour
éviter la levée d’une brise thermique apreés le midi solaire, due a la localisation de la parcelle
(~10 km des cotes), il a été décidé d’effectuer les vols au début de cette période, 1 a 2 heures
avant le midi solaire quand cela s’avérait possible. Le dernier facteur limitant a été la
disponibilit¢ de I’'ULM ou de I’hélicoptére, qui a rendu difficile I’acquisition a heure fixe
d’une date a P’autre. Le colt unitaire élevé des vols interdit par ailleurs d’envisager des

acquisitions répétées au cours de la journée, ce qui peut aussi étre un handicap si 1’on souhaite
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appréhender une dynamique diurne. L’utilisation des vecteurs légers ULM et hélicoptéres,
pourtant tres flexibles pour leur utilisation au champ, s’est montré limitante au vu des
contraintes auxquelles nous étions confrontés. Néanmoins, la capacité des différents
partenaires (MTD et Avion Jaune) a faire face aux imprévus de derniéres minutes a permis le

bon déroulement des six campagnes d’acquisition.

1.3. Développement en cours et futurs

Plusieurs points restent a stabiliser et/ou a optimiser en vue d’un phénotypage aussi
fiable que possible de la transpiration foliaire par acquisition aéroportée sur des populations

présentant un couvert hétérogene.

Le choix de la zone d’intérét par arbre pour le calcul du WDI (ou autres indices) est un
¢lément important. Dans ce travail de thése, nous avons privilégié¢ le choix d’une zone
d’intérét centrée dans la canopée de chaque individu (zone tampon de 60 cm de rayon autour
du centre de chaque arbre). Ceci a constitue une approche standardisée pour permettre une
extraction plus efficace des variables phénotypiques de 1’image. Cependant, la représentativité
de la zone choisie peut étre questionnée. En effet, la proportion de sol comprise dans cette
zone est plus ou moins importante selon les génotypes (végétation plus ou moins dense, taille
de couronne plus ou moins importante, donc fraction de trous variable) et contribue a biaiser
la température de couvert mesurée, complexifiant le travail d’interprétation du signal
thermique en tant qu’indicateur de stress hydrique. Par ailleurs, bien que les images soient
géo-référencées et ortho-rectifiées grace aux mires disposées au sein de la parcelle, des
problémes de superposition exacte des arbres entre les différents dates ont pu subsister. Ceci a
parfois rendu plus compliqué la sélection de la méme zone d’intérét dans les arbres d’une date
a ’autre. Une alternative maintenant envisagée est d’utiliser la « zone buffer large » proposée
lors d’un Congrés international en 2012 (Affiche scientifique, Plant Biology Congress EPSO :
Annexe 5). Cette zone tampon large englobe 1’arbre et sa périphérie permettant ainsi d’avoir
une zone commune a toutes les dates. Pour chaque individu, il est envisageable de repartir de
la zone tampon large et d’y appliquer une méthode de classification afin de séparer les pixels
de sol et de végétation a partir des images de NDVI. Une telle solution pour I’analyse
d’images permettrait sans doute d’améliorer les comparaisons temporelles et d’accéder a une

précision accrue pour I’estimation de température de couvert et des indicesde végétation.
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Cette méthode est en cours de mise en ceuvre pour les données acquises par drone a
partir de 1’année 2012. En effet, ’acquisition d’images de plus haute résolution spatiale
permet d’accéder a un plus fort niveau de détail au sein de la couronne des arbres, mais elle
complique ’interprétation si les objets de I’'image (sol, végétation ensoleillée et a ’ombre,
branchage) ne sont pas distingués les uns des autres. Le choix de passer a un vecteur aérien de
type drone a été fait pour deux raisons principales : la premiere était de permettre une plus
grande flexibilité dans 1’acquisition des données vis a vis des conditions environnementales
en évitant les difficultés évoquées au point B ci-dessus, et la deuxiéme était d’acquérir a cofit
raisonnable des données a plus haute résolution spatiale. Ceci a été permis par la volonté de la
société 1I’Avion Jaune® et de Sylvain Labbé (UMR TETIS/IRSTEA) de développer des

systémes d’acquisitions plus stables et moins contraignants a I’utilisation.

Néanmoins, le passage a I’imagerie par drone a posé deux séries de questions. La
premiére concerne la normalisation radiométrique des images acquises. En effet les vols étant
effectués a plus basse altitude, recomposer le verger dans son entiereté nécessite un plus grand
nombre d’images en comparaison des vols par avion/ULM/hélicoptere, ce qui nécessite un
post-traitement plus poussé de ces images acquises (mosaiquage, normalisation) aussi bien
dans le visible et le proche infrarouge que dans I’infrarouge thermique. Le choix du drone
renvoie aussi a la question de la gestion et du traitement des données. En effet, I’imageric a
trés haute résolution spatiale genére des donnees dont la quantité est fonction de la résolution
des images souhaitée, du nombre de bandes spectrales, de la surface a couvrir, et le nombre de
vols multiplie d’autant ce volume de données. Il devient donc nécessaire de développer des
procédures d’automatisation ou de semi-automatisation pour la gestion et le traitement des
données et cela constitue un nouveau challenge pour la communauté du phénotypage haut
débit (White et al., 2012). Cela est d’autant plus vrai si I’acquisition d’une série temporelle est
envisagée. Un travail spécifique actuellement conduit dans 1’équipe d’accueil en relation avec
ses partenaires scientifigues (UMR TETIS, Maison de la Télédétection) a permis de mettre au
point une procédure automatisée d’extraction d’images thermiques fixes a partir des
séquences vidéo acquises par une caméra thermique embarquée sur drone au cours de son vol
(GOmez-Candon et al., 2014, Annexe 6).
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Il. Apport de ’imagerie a la caractéerisation des phénotypes pour leur

réponse a la contrainte hydrique

I1.1. Indices de végétation

Bien que le systéeme d’acquisition utilisé durantcette étude ne permette de couvrir
qu’une partie du spectre lumineux et ne donne accés qu’a des bandes larges du spectre, la
combinaison de I’information spectrale acquise a permis le calcul d’un certain nombre
d’indices de végétation. Les indices étudiés (NDVI, VARI, SRPI) ne représentent qu’une partie
des nombreux indices développés dans le domaine de la télédétection pour le suivi des
couverts végétaux (Peng et Gitelson., 2011 ; Zarco-Tejada et al., 2013). Ces indices,
appréhendés de deux maniéres (moyenne et écart-type au sein de la zone buffer) se sont
montrés tres intéressants pour caractériser la variabilité du couvert végétal de la population.
Bien que présentant de fortes corrélations génétiques entre eux, 1’étude de leur déterminisme
génétique a révélé des zones QTLs différentes, témoignant de leurs propriétés différentes vis a
vis du couvert végetal. Par ailleurs NDVI et SRPI se sont révélés sensibles au stress
hydriquesur le long terme avec une différence entre arbres stressés et non
stresséss’accroissant avec la durée du stress. Sur la base de ces observations, 1’acquisition de
séries temporelles d’images sur des populations en ségrégation lors de phases plus précoces
de mise en place du couvert végétal pourrait aussi étre envisagée et permettre 1’établissement

de cinétiques de croissance en fonction d’une contrainte hydrique imposée.

I1.2. Indices liés a la transpiration

Dans la littérature, le nombre d’indices développés en exploitant 1’informationacquise
dans I’infrarouge thermique est plus faible que pour les indices de vegétation. Le choix du
WDI pour ce travail de these a résulté des caractéristiques du couvert des arbres fruitiers
étudiés (taux de couverture et structure hétérogene) et de la résolution des images thermiques
(dont les pixels de 30 cm pouvaient représenter un mélange de feuillage et de sol dans le cas

d’arbres non couvrants). Le WDI s’est révélé pertinent que ce soit pour 1’interprétation du
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signal thermique en tant qu’indice de stress hydrique sur couvert discontinu ou par la prise en
compte des facteurs environnementaux, ce qui a été un élément important pour obtenir des
valeurs de I’indice de stress hydrique comparables dans le temps, et ainsi établir des
comparaisons entre arbres, pour les données de 2010 et 2011 (Chapitre 3- articles let 2). Avec
le changement d’échelle permis par I’utilisation de drone, a partir de 2012, I’intérét de cet
indice particulier reste a évaluer. En effet, les hautes résolutions spatiales désormais obtenues
dans I’infrarouge thermique (~10 cm) d’une part, et dans le visible et proche-infrarouge (~2
cm) d’autre part, permettent de séparer les différents objets sur les scénes végétales et donc de
se concentrer uniquement sur les pixels de végétation pure, ce qui limite 1’intérét d’utiliser le
WDI. Par ailleurs, en 2013, des images ont été acquises a intervalles de temps réguliers tout au
long des journées d’expérimentation avec pour but d’établir des cinétiques journaliéres
d’évolution des températures de couvert en fonction des conditions climatiques et de 1’état
hydrique du sol. L’ensemble de ces acquisitions permettra d’envisager 1’utilisation d’autres
indices comme le crop water stress index, CWSI. Certaines études récentes démontrent son
intérét pour caractériser 1’évolution journaliere de 1’état de stress chez I’olivier (Agam et al.,
2013) alors qu’il n’existe pas de travaux similaires pour le WDI, a notre connaissance.
Néanmoins ces indices de stress, ont démontréleur capacité a discriminer les comportements
de transpiration,mais ne sont pas encore utilisés pour les analyses de génétique quantitative.
Ce travail a montré que le WDI était une variable héritable et des QTLs pouvaient étre mis en
évidence pour cette variable. Cependant 1’absence de corrélation forte, ou de zone du génome
communeavec les autres variables, notamment agronomiques (production fruitiére), pose la
question de la pertinence des variables intégratives pour 1’analyse des déterminants
génétiques. Chez les plantes annuelles, la variable simple Ts-T, est assez souvent utilisée pour
étudier la variabilité de réponse a la sécheresse en lien avec le rendement. Ces études ont
montré que les baisses de rendement en condition de sécheresse pouvaient étre corrélées avec
I’augmentation de température foliaire. Par ailleurs I’étude du déterminisme génétique des
variables de température de couvert et de rendement a mis en évidence des QTLs co-
localisant entre eux. Des résultats similaires ont été mis en évidence au cours de ce travail de
these pour les variables de production fruitiere et de températurede feuillage (Chapitre 3 -
Article 2).
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11.3. Liens des variables agronomiques avec les indices spectraux

Au cours de ce travail de thése une comparaison des variables d’imagerie avec des
variables agronomiques plus intégratives comme le diametre de tronc (TCSA) ou la
production fruitiere (nombre et biomasse de fruits par arbre) a aussi été réalisée. Les variables
TCSA et biomasse de fruits ont montré des corrélations intéressantes avec les indices de
végetation notamment avec le NDVI, mettant ainsi en évidence chez le pommier que cet
indice pouvait servir de critére de vigueur pour en appréhender la variabilité. Au cours de
cette thése, la composition isotopique du carbone (5*C) a aussi été envisagée pour évaluer
I’efficience d’utilisation de 1’eau des pommiers et comparer cet indicateur a ceux extraits des
images thermiques. Le choix de I’organe a été sujet & discussion. En effet, 5°C est souvent
mesuré a partir des organes foliaires mais peut aussi provenir de différents organes de la
plante comme les cernes du bois ou encore les fruits (Brendel et al., 2002 ; Gaudillere et al.,
2002, Marguerit et al., 2012). Comme chez le pommier adulte, plus de la moitié du carbone
assimilé lors de la saison de végétation est dirigée vers les fruits, nous avons fait I’hypothése
que les fruits récoltés apres 7 a 8 semaines de stress permettraient, au travers du carbone non
structurel accumulé (sucres solubles et amidon), d’accéder au comportement transpiratoire des
génotypes a I’échelle de la saison. Nos résultats ont montré une différence claire de 5**C entre
le jus des fruits des arbres stressés et non stressés, et une corrélation positive a pu étre mise en
évidence avec la variable WDI en conditions de stress. Toutefois, la médiocre répétabilité des
résultats entre les deux répétitions de notre essai n’a pas permis de révéler un effet des
génotypes. La préparation des jus pour ’analyse arbre par arbre a demandé une mise au point
méthodologique, passant par un certain nombre d’étapes (¢limination des acides organiques,
notamment), qui a pu induire une altération d’une partie des échantillons. Comme les analyses
isotopiques n’ont pu étre effectuées que pour 1’année 2011, il est actuellement impossible
d’identifier la source du probléme. L’analyse des échantillons de 1’année 2012 pourrait
permettre d’apporter une réponse a ce probléme. L’analyse génétique de la variable 5°°C,
récemment conduite par d’autres auteurs sur le pommier (Glenn et Bassett, 2011 ; Glenn et
al., 2014), reste donc a investiguer pour 1’analyse de sa variabilité, ce qui permettra d’évaluer
I’efficience d’utilisation de 1’eau dans la population hybride, et d’étudier, le cas échéant, ses

déterminismes génétiques.
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11.4. Classification des génotypes

Dans ce travail, 1’accent a surtout ¢t¢ mis sur le phénotypage a haut débit et la
comparaison relative des génotypes entre eux. Une premiere classification multicriteres basée
sur les variables de vigueur (NDVI et circonférence de tronc), de comportement transpiratoire
(WDI) et de variation de température (sdTsT,) a déja étéréalisée et afait 1’objet d’une affiche
scientifique au congrés international EPSO de 2012 (Annexe 5). Les résultats ont mis en
¢vidence trois groupes principaux d’hybrides, sur la base des criteres de vigueur (NDVI et
circonférence de tronc), chaque groupe étant subdivisé en deux sous-groupes pour les
caracteres liés a la transpiration. La poursuite de ce travail devrait permettre d’identifier des
génotypes présentant des caractéristiques et des réponses contrastées a la contrainte hydrique.
Ces génotypes pourront alors faire 1’objet d’approches écophysiologiques plus fines pour
caractériser leur composition biochimique foliaire, leurs capacités photosynthétiques en
conditions optimales et en réponse au stress (mesure d’assimilation du CO; et de fluorescence
de la chlorophylle), et leur capacité d’interception du rayonnement lumineux. Ces génotypes
contrastés pourront également servir de support a 1’étude de genes candidats (ce point sera

développé dans la partie 1V).

I11. Méthodologie de traitement des données pour quantifier la réponse

au stress

White et al. (2012) indiquent que 1’analyse des données issues de séries temporelles
sur les cultures est rendue difficile parce que beaucoup de traits observés sont auto-corrélés et
integrent les effets multiples des processus physiologiques sous-jacents, qui operent a
différentes échelles de temps. L'analyse par modele mixte aurait pu permettre de déceler
deseffets d’auto-corrélation (Piepho et al., 2004), mais cela aurait nécessité que les données
soient acquises a pas de temps réguliers. Par ailleurs, les indices utilisés pour les analyses ne
présentent pas tous la méme sensibilité aux conditions environnementales. En effet, la

température de couvert (Ts-T,) est trés fluctuante, et dépendante a la fois des variations
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environnementales journaliéres et de la contrainte hydrique établie tout au long de la saison
d’expérimentation, tandis qu’un indice de végétation comme le NDVI ne peut pas rendre
compte des variations journalieres, et les effet du stress sur cet indice ne sont quantifiables
que sur une longue période (Dobrowski et al., 2005). L’incidence du stress hydrique sur
I’indice de végétation peut résulter d’effets sur la morphologie du feuillage, comme nous
avons pu 1’observer sur certains génotypes de pommier, mais sans le mesurer, ceci rejoignant
les constatations d’autres auteurs (par ex. Arndt et al., 2001 sur Zizyphus). D’autre part,
I’analyse en données répétées pour étudier les effets de la réponse des plantes a la contrainte
hydrique nécessiterait de pouvoir appliquer d’une date a I’autre et/ou d’une année a 1’autre la
méme intensité de contrainte hydrique et d’acquérir les données dans les mémes conditions
climatiques. Il faut souligner ici que la réalisation d’états hydriques précis sur une population
d’arbres dont la vigueur et le rythme de transpiration sont variables est quasiment irréalisable
au champ. D’une part, il y a une hétérogénéité dans la progression temporelle de la contrainte
hydrique appliquée a chaque individu, et d’autre part il y a sans doute des variations dans
I’intensité de la contrainte finalement obtenue. Par ailleurs, il faut aussi noter que la parcelle
de phénotypage est un dispositif de plantation randomisé, mais dans lequel chaque individu
constitue une parcelle élémentaire sans bordures, pour laquelle on ne peut pas exclure des flux
d’eau latéraux, de plante a plante, qui peuvent atténuer les différences d’état hydrique entre
arbres voisins sur les rangs. La difficulté d’assurer la répétabilit¢ des conditions
environnementales d’une année a I’autre et les choix opérés dans la conduite de la contrainte
hydrique sur la parcelle ont néanmoins été considérés pour les analyses statistiques et

génétiques.

Ces éléments nous ont amené a privilégier la prise en compte des interactions
génotype x date (GxD) et génotype x modalités de stress (GxM) dans des modeles mixtes
plutot que d’analyser les données de fagcon temporelle. Néanmoins, la réponse au stress a été
mesurée sur les mémes arbres a plusieurs dates successives. L’analyse des données a montré
I’existence de fortes corrélations entre dates pour I’ensemble des variables issues des images.
Il serait intéressant a la suite de ce travail de thése d’investiguer conjointement les effets
d’interactions et les structures des corrélations. Ceci nécessitera de mettre en ceuvre des outils
d’analyse statistique plus performants, car les packages utilisés lors de notre travail ne
permettent actuellement de prendre compte que les effets (i) d’interactions (package
R« Ime4 » pour la fonction Imer) ou (ii) les structures de corrélations (package R « nlme »

pour la fonction Ime).
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Bien que I’utilisation demodg¢les mixtes pour I’analyse génétique ait permis de prendre
en considération les interactions génotype x environnement, notre étude ne constitue pas une
approche multi-environnement a proprement parler, car les arbres étudiés se sont developpés
sur le méme site d’étude et ont été confrontés aux méme conditions climatiques lors de leur
développement. La plantation des mémes populations de pommiers sur plusieurs sites
géographiques (Montpellier et Angers) actuellement en cours de réalisation, ouvre de

nouvelles perspectives de ce point de vue.

IV. De la mise en évidence de la variabilité génétique a I’analyse de ses

déterminants

Ce travail de thése a permis de mettre en évidence I’existence d’une variabilité
génétique de la réponse foliaire a la contrainte hydrique dans la population biparentale de
pommiers étudiée en conditions de plein champ. L’originalité de ce travail a reposé sur
I’utilisation d’un ensemble d’indices issus de 1’imagerie multi-spectrale et thermique pour
balayer la population d’étude. L’ensemble des indices a montré une forte variabilité génétique
que ce soit pour les variables ayant trait a la vigueur, a la production et a la transpiration ou
pour leur réponse a la contrainte hydrique. D’autres travaux sur cultures céréalieéres (Comar et
al., 2012 ; Rebetzke et al., 2013) et sur le cotonnier (Andrade-Sanchez et al., 2014), cultures
au couvert relativement homogene, ont déja démontré la pertinence de I’imagerie de
proximité pour le phénotypage a haut débit en conditions de plein champ. Certaines de ces
études ont par ailleurs montré que les indices de végétation sont fortement héritables. Dans ce
travail de thése, nous avons démontré qu’il est aussi possible d’appréhender la variabilité
génétique d’une population d’arbres en réponse a la contrainte hydrique, en dépit d’une

structure plus hétérogéne de couvert.

La mise en correspondance de la variabilité phénotypique avec les variations alléliques
a proximite des marqueurs moléculaires, le long de la carte génétique du croisement étudié, a
permis d’aboutir a la détection de nombreux QTLs pour les variables issues de 1’imagerie
ainsi que pour les variables agronomiques. De ce point de vue, notre travail sur pommier est
pionnier pour la mise en évidence de sa réponse variable aux conditions de stress en plein

champ. Reymond et al. (2004) indiquent dans leurs travaux sur mais que les QTLs détectés
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uniquement en conditions de stress sont induits en réponse a ces conditions. lls définissent par
ailleurs qu’un trait adaptatif correspond a une altération de la structure ou d’une fonction pour
modifier le comportement du génotype considéré en réponse au stress (exemple de la
régulation stomatique qui permet au mais d’exprimer un comportement conservatif de I’eau
dans la plante). Les caracteres adaptatifs présentent un intérét certain pour les arbres fruitiers
cultivés en zone semi-aride dont la survie dépend aussi de leur capacité a faire face aux
conditions contraignantes sevissant de maniere plus ou moins fréquente dans ces régions.
Dans notre étude, les QTLs détectés en réponse a la contrainte hydrique sont liés a la
régulation stomatique, et a la modification de la structure des arbres, qui influence
I’interception lumineuse. L’investigation conduite sous ces zones QTLs (Chapitre 3 — Article
2) a permis d’identifier un certain nombre de génes candidats, qui pourraient étre exprimés Ou
réprimés lors de la réponse au stress. Ces genes ont un rdle soit dans la biosynthese de 1’acide
abscissique (ABA), soit dans transduction du signal qui aboutit a la fermeture stomatique. Ils
constituent des cibles intéressantes pour de futures analyses d’expression comme celles qui
sont amorcées au sein de 1’équipe d’accueil. En particulier, une comparaison des
transcriptomes de différents organes (feuille, apex, racines) entre les deux parents est en
cours. Les geénes différentiellement exprimés en conditions standard et sous contrainte

abiotique pourront alors étre confrontés a ceux situés dans les zones QTLs.

Bernardo (2004) a montré par des approches de simulation que les principaux facteurs
limitant la puissance de détection de QTL sont la taille de la population, 1’héritabilité des
caracteres, ainsi que la nature plus ou moins polygénique de ceux-ci. Dans notre cas, pour
I’ensemble des variables estimées héritables, toutes n’ont pas permis de détecter des QTLs
pour la réponse au stress. L’effectif de la descendance reste relativement modeste (122
individus) ce qui a pu limiter la détection de certains QTLs dont la valeur de LOD était proche
du seuil de significativité. L’utilisation de 1’imagerie va permettre d’envisager 1’étude de
populations d’effectifs plus important, sur lesquelles la capacité de finement disséquer les
déterminismes génétiques devrait étre confirmée, y compris pour les traits de comportement.
Bien que la descendance en ségrégation étudiée n’ait pas été initialement congue pour
caractériser la réponse a la contrainte hydrique, et en I’absence d’indications a priori sur les
parents, le fort polymorphisme aux différents loci chez le pommier (Velasco et al., 2010) nous
a permis d’obtenir une ségrégation importante. Le fait de ne pas détecter de QTL significatif
en dépit d’une héritabilité ¢élevée peut aussi provenir de la nature polygénique des caractéres

étudiés. Pour ces traits, de nombreuses zones du génome pourraient étre impliquees dans la
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variation du phénotype, ce qui empécherait de détecter chacune d’elles (la valeur de LOD

restant inferieur au seuil).

Comme ce travail a été effectué sur la seule population, « Starkrimson x Granny
Smith », les QTLs détectés sont limités aux polymorphismes issus des deux parents, par
recombinaison allélique. II est donc souhaitable d’étendre la démarche a d’autres populations
biparentales, éventuellement apparentées, pour poursuivre la recherche des sources de la
tolérance a la contrainte hydrique, et pour analyser les QTLs communs ou au contraire
spécifiques a chaque fond génétique. L’exploration d’une population de diversité est
¢galement une piste prometteuse. En effet, dans de telles populations, le nombre d’alleles
présents est en principe maximisé (principe de constitution des core-collections). Cette voie
est en cours de mise en ceuvre grace a l’implantation d’une core-collection de variétés
anciennes a I’UE de Melgueil, dupliquant celle installée a I’'INRA Angers, sur laquelle les

méthodes de phénotypage développées dans ce travail pourront étre déployées.

Une piste intéressante récemment suivie par Bassett et al. (2011) a d’ailleurs consisté a
utiliser une large collection de Malus provenant pour partie de la zone d’origine (Kazakhstan),
et comprenantdes accessions du pommier M. sieversii, dont certaines présentent une forte
tolérance a la sécheresse. De tels travaux permettentd’espérer 1’identification de nouveaux
mécanismes de résistance a la sécheresse. L’étude statistique des relations entre phénotype et

génotype permettra par ailleurs de développer des études de génétique d’association.

V. Applications aux programmes de selection

Ce travail de thése a mis en avant un certain nombre d’interactions entre le génotype et
I’environnement, que celui-ci soit représenté par la date (sous-entendant les conditions
climatiques lors de I’acquisition) ou par la contrainte hydrique, pour les variables de vigueur
et de transpiration. L’analyse des interactions entre le génotype et I’environnement est
désormais considérée comme un critére important pour les programmes de sélection car selon
les objectifs d’amélioration, la présence ou non d’interactions peut étre souhaitée (Comstock
et Moll, 1963). Si les objectifs concernent la sélection de variétés performantes dans de
nombreux environnements, 1’absence d’interaction avec 1’environnement sera privilégiée. Par

contre, si I’objectif visé est le développement de variétés adaptées a des environnements
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particuliers (Passioura, 2012 ; Tardieu et Hammer, 2012), la recherche des interactions
favorables sera recherchée. Avec le contexte de changement climatique, la sélection de
variétés adaptees a des environnements bien caractérisés pour leurs contraintes climatiques est

une piste intéressante a développer (Harrison et al., 2004).

Bien que son intérét soit croissant, la prise en compte de la tolérance au stress
hydrique reste actuellement moins prioritaire que la résistance aux pathogénes ou la qualité
des fruits. Néanmoins, nous proposons que I’outil de phénotypage que constitue 1’imagerie
multi-spectrale puisse étre appliqué dans des étapes tardives du processus de sélection des
variétés (en aval des cribles pour d’autres caractéres) pour tester leurs réponses a différents
stress abiotiques. Ceci permettrait de caractériser les variétés en développement pour leurs
capacités d’adaptation et ainsi de pouvoir préciser leur potentiel d’adaptation aux principales
zones de cultures, et aussi en tenant compte d’éléments de prospective liés aux changements

climatiques.
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Conclusion

Ce travail de these a fait appel & de nombreuses connaissances et compétences, au
croisement de différents champs disciplinaires. Du développement de systeme d’acquisition
d’images a la mise en relation des données phénotypiques et génétiques, ce travail a ainsi mis

a contribution et en interaction différents partenaires pour aboutir.

Au terme de ce travail, il faut souligner les innovations technologiques qui ont été
réalisées autour de 1I’imagerie ouvrent un nouvel espace pour les scientifiques et permettant de
surmonter le «bottleneck » du phénotypage au champ et sur couvert hétérogene.
L’automatisation des procédures, la sécurisation du stockage des données, et la mise en place
de databases ouvertes multi-opérateurs sont maintenant nécessaire pour faire progresser les
connaissances sur la variabilité intra-spécifique, et exploiter cette connaissance dans le champ
de la phénomique. Beaucoup reste donc a faire, mais une contribution significative a été

apportée par ce travail, ouvrant la voie pour les recherches a venir.

Par ailleurs, I’exploration de la variation génétique basée sur des indices spectraux et
des indicateurs plantes s’est avéree fructueuse. Les variables définies sur la base de I’imagerie
multi-spectrale se sont révélées en majorité héritables, des QTLs ont été detectés et une
premicre liste de génes candidats cohérente avec des études réalisées sur d’autres especes a
¢té établie. Le champ d’investigation a venir est la aussi trés grand avec le portage de la
méthodologie en cours d’établissement sur de nouvelles populations et sur une core-
collection de variétés francaises en cours d’installation sur I’'UE INRA de Melgueil. Le
transfert de la méthode est aussi envisagé sur des parcelles de génotypes en cours de sélection
sur le pommier, et I’extension a d’autres espéces fruitiéres sera sans doute possible dans
quelques années apres consolidation des études conduites sur pommier. Enfin, la complexité
des phénotypes d’arbres et de leur réponse aux conditions environnementales est loin d’étre
élucidée et de nombreuses questions biologiques restent a étudier, comme les dépendances
entre années, les effets cumulatifs de stress hydrique et thermique en période estivale, les
effets de compensation en période de fructification. Si les technologies mises en ceuvre
permettent de nouveaux points de vue, plus intégrés sur le végetal, a une résolution et un débit
tout a fait nouveaux, 1’exploration de ce flot de données devra se faire avec le regard de

biologistes pour leur donner sens.
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Annexe 1 : Carte de resistivité du sol du verger

== Expérimentation POMMIER parcelle 15D - équipe AFEF Légende
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- Fosses : fosses pédologiques réalisées en novembre 2013

- Watermark : sondes tensiométriques électriques destinées a la mesure du potentiel hydrique
de sol au pied de certains arbres (profondeurs 30 et 60 cm)

- Diviner : sondes capacitives destinées a mesurer la teneur en eau du sol (exploitation des
données en cours)

- Station météo : équipée de capteurs température et humidité de rayonnement global, de
rayonnement PAR, d'un anémometre, d'un pluviometre, positionnés a 1,20m du sol. A partir
d'une scrutation de ces capteurs toutes les 30 secondes, une centrale dacquisition Campbell
Scientific CR10X calcule les moyennes et les écarts-types par intervalles de 10 minutes.

Malgré de légers gradients, on peut estimer que I'nomogénéité de la parcelle est acceptable
pour supporter un essai de phénotypage.

Le sol au sortir de I'niver 2008-09 révéle un peu plus d’humidité au Nord, ainsi que la
proximité a I'Ouest d'une autre parcelle, plus caillouteuse, dont la capacité de rétention en eau
est inférieure.






Annexe 2 : Analyse pédologique du sol

LISAH Rapport d’expertise — Guillaume Coulouma juillet 2014

Rapport expertise définitif parcelle « Pommiers »

Trois fosses peédologiques ont été creusées en novembre 2013 pour déterminer la variabilite
des propriétés de sol sur la parcelle d’essai plantée de pommiers. La fosse F11 est décrite en
détail ci dessous. Un profil cultural a été réalisé pour vérifier I'effet des passages de roues
répétés sur la parcelle depuis sa plantation.

D’un point de vue pédologique, la mise en place de ce sol est complexe et comprend deux
phases distinctes. Les caractéristiques de I'horizon Bt et C ont été acquises au cours d’un
début de pedogenése de la terrasse alluviale Holocéne (environ 10000 ans). Les horizons
aujourd’hui cultivés profondément ( L1 et LS) proviennent d un colluviennement plus récent (
entre 100 et 1000 ans) issue des unités de sols plus a |'ouest.

D’un point de vue agronomique, ce sol ne présente pas de discontinuité majeure et semble
bien structuré aux environs des pommiers. Dans ["axe de 'interrang, des zones de structure
dégradée sont présentes mais ne sont pas propagées en profondeur. Le drainage de I'eau
semble correct et les racines colonisent I'ensemble du sol en fonction de leurs spécificités.

Deux fosses supplémentaires ont été creusées pour vérifier la variabilité des horizons
observées sur la fosse F11. La fosse F13 plus 4 "ouest et la fosse F12 plus & ’est montrent les
mémes caractéristiques. Seule la profondeur d’apparition de ’horizon « Bt » argileux est plus
importante sur les deux fosses supplémentaires (80 cm). Il v a peu de vanabilité interne a
cette parcelle. Les analyses de texture confirment une légere variation du taux d’argile sur la
fosse 13 plus a 'ouest (+3%). Cette variation est logique du fait de la présence des hautes
terrasses a proximite.

En complément, une estimation de la réserve utile est donnée dans le dernier tableau. Les
mesures d’humidités caractéristiques permetient de calculer la réserve utile de chaque horizon

suivant la relation suivante :
Ruzzxm-xm;xb()—c*— ’“-‘ﬂ]
10xelex

avec :
RU (mm} réserve utile de ["horizon

Z{m) épaisseur de |"horizon

A stock d’eau massique disponible (diff. entre humidités massiques CC et PF)
iy densité de la terre fine

Cx(%) taux de cailloux en masse

dex densité des cailloux (en fonction de la minéralogie)

da densité apparente mesurée

Le terme correspondant a I'effet des cailloux est pris en compte méme s'il est négligeable
quand le taux est inférieur a 10 % environ. Les cailloux sont considérés dans ce travail
comme non effectifs sur la réserve utile bien que des travaux récents montrent leur
contribution en fonction des conditions.
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Parameétres physico-chimiques

La fosse principale F11 est décrite suivant le systéme normalisé STIPA, compatible
DONESOL. Les principales variables pédologiques sont relevées (texture, structure,
pierrosité, couleur, éléments secondaires, ...etc.) pour chaque horizon préalablement définis
par le pédologue. Des prélévements sont ensuite réalisés pour analyser en laboratoire les
parameétres physico-chimiques. La densité apparente de la terre fine (<2 mm) sol est
déterminée par la méthode des cylindres, qui consiste 4 prélever in situ un volume défini par
le cylindre et & peser le contenu aprés séchage a 105 °C et tamisage 4 2 mm. Le prélévement
par horizon comprend guatre répétitions. Dans le cas d’horizon caillouteux, le prélévement est
impossible par cette méthode. Les humidités aux pressions caractéristiques (capacité au
champ et point de fléirissement permanent) sont déterminées par la méthode des presses de
Richards. Des agrégats sont saturés en eau et disposés sur des membranes poreuses dans des
presses capables de reproduire les conditions de succion dans le sol. Pour les deux humidités
caractéristiques recherchées, les pressions sont respectivement de 0.33 et 15 bars pour les
valeurs de capacité au champ et point de flétrissement. Ces analyses sont encore en cours au
1" mars 2014 et seront disponibles d’ici avril 2014, En attendant ces résultats, les données de
la parcelle carignan en 2012 sont utilisées pour établir une fonction de pédotransfert locale qui
permet de calculer avec une bonne estimation (R2 a4 0.95) les humidités a partir du taux
d’argile mesuré.

Les analyses physico-chimiques sont réalisés au laboratoire certifi¢ d’analyse des sols de
PINRA d’Arras (hitp:/www lille.inra.fr/las). Un échantillon de secours est conservé jusqu’a
nouvel ordre dans notre pédothéque LISAH, dans le cas ou d’autres analyses seraient
nécessaires.

En conclusion, la fosse principale F11 permet de décrire finement les propriétés physiques,
physico-chimiques et agronomiques qui semblent représentatif de 'ensemble de la parcelle
« pommiers ». Le sol est moyennement profond et présente une structure conservée .
faiblement modifiée dans 1'axe des passages d’engins. Aucune limite physique a
I'enracinement n’est décelable. En condition de forte humidité, une accumulation d’eau peut
intervenir de fagon temporaire au dessus de ['horizon Bt. La réserve utile est estimée a 81
mm, ¢e qui est correct. En période de sécheresse, cette parcelle peut présenter un siress
hydrique modéré, suivant le type de culture.
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Sol moyennement profond, évolué, sur terrasse alluviale ancienne.

Horizon L1 : horizon cultivé récent peu épais, a structure dégradée dans

I"axe des passages de roue de tracteur, de texture équilibrée enrichie en
argile, peu caillouteux, brun, légérement calcaire, trés nombreuses racines de
pommier et d"adventices.

Horizon L3 : horizon cultivé épais comprenant plusieurs niveaux récents

(<40 cm) et anciens correspondant aux anciens vignobles, de structure
polyédrique subanguleuse, généralement pas dégradée par le travail du sol,
quelques dégradations liés aux passages de tracteur dans 'axe des roues, de
texture équilibrée, enrichie en argile, peu caillouteux, brun, légérement
calcaire, nombreuses racines d’advnetices et quelques racines de pommier.

Horizon Bt: horizon d’accumulation d’argile plus ancien, a trés belle

structure  polyédrique subanguleuse, poreux, de texture argileuse,
caillouteux, rouge brun, non calcaire, quelques racines d’adventices.

Horizon C : horizon d’altération de la terrasse alluviale trés caillouteux, de

texture équilibrée légérement enrichie en sable, brun jaune, calcaire avec
des accumulations de carbonates sous forme de nodules, quelques racines
d’adventices.

Horizon Dx : terrasse alluviale, matériaux meuble & matrice calcaire trés
caillouteux (galets de natures diverses)

11 Prof min Prof max  Graviers Cailloux  Texture (%) CO N CN MO pH
(cm) {cm) (0.2-0.5 cm)  (=0.5 cm)
Horizon Yo Yo A L 8 pghkg gkpg Y
L1 0 30 3 18 23 34 43 89 08 11 1.5 81
L5 30 65 5 8 23 32 45 67 06 11 1.2 B
Bt 65 80 [ 29 40 30 30 34 0.6 10 0.9 79
11 Prof min Prof max CEC CaCO3 Na Ca Mg K P205
(cm) ({cm) total
Horizon Cmol+/kg kg Cmol+/kg  Cmol+kg Cmol+/kg  Cmol+/kg kg
L1 0 30 10 [ 0.09 21.00 1.03 0.57 0.22
L5 30 65 11 0 0.08 14.20 0.48 0.49 0.09
Bt 63 80 15 0 0.15 19.00 0.80 0.47 0
11 Prof_min Prof max  Densité apparente Humidités caractéristiques RU
(cm) (cm) Terre fine mm
Horizon moyenne Ecart type 0.33 bar | bar 15 bars Estimation
(CC) (PF) (mm)
L1 0 30 1.49 0.16 14 10 16
LS 30 63 1.59 0.09 16 9 36
Bt 65 80 1.65%* - 19 12 13
C 80 120 1.65%* - 21%* 16%* 16

** yaleur estimée, non mesurée du fait de la trés forte teneur en cailloux






Annexe 3 : Plan du verger et disposition des génotypes

SuUD SuUD
S nsS S nsS S nS S nS S nS
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
GS | GS | Stk | Stk] GS | Gs | [stk] Stk [Gs] GS |
| 61 | | 61 | 11 11 | | 35 | | 35 | 78 | 78 115 ] 115 ]
| 22 | | 22 | 65 65 | 108 108 88 | 88 | 16 | 16
| 90 | | 90 | 122 122] 112] 112} | 31 | 31 18 | 18
| 92 | | 92 | 13 13 | 87 | | 87 | | 90 | 90 ER ER
58 | 58 | 83 | 83 | 106 106 | 99 | 99 | 5 | | 5 |
82 | 82 | 107 107 73 | 73 | | 60 | 60 113] 113 ]
| 74 | | 74 | 123 123 | 50 | | 50 | 1120 120 | 87 | | 87 |
| 38 | | 38 | 40 | 40 | 55 | 55 | 77 | 7 | 94 | | 94 |
18] 118 88 88 | | 59 | | 59 | 7 | 7 | 28 | | 28 |
| 84 | 84 | 31 | 31 | 115] 115] 9 | 9 | 27 | | 27 |
| 95 | | 95 | 49 | 49 | El 5 | | 33 | 33 85 | 85 |
| 64 | | 64 | 111 111} | 21 | | 21 | 106 106 73 | 73
81 | 81 | 62 | 62 | | 53 | | 53 | | 23 | 23 101 ] 101 ]
| 33 | 33 | 9 | 9 | 104] 104} | 5 | 95 | 39 | | 39 |
| 44 | | 44 | 46 | 46 | | 47 | | 47 | | 97 | 97 123 ] 123 ]
| 60 | | 60 | 102 102 ] | 12 | | 12 | | 86 | 86 | 49 | | 49 |
| 69 | | 69 | 80 | 80 | 100 100 17 | 17 117 117 ]
121 ] 121 ] 66 | 66 | 1103 1103] 11 | 11 | 76 | | 76 |
| 41 | | 41 | 6 | 6 | | 37 | | 37 | [118] 118 | 58 | | 58
| o1 | | o1 | 34 | 34 | 77 | 77 | 75 | 75 | 96 | | 96 |
| 23 | | 23 | 30 | 30 | | 19 | | 19 | | 70 | 70 | 37 | | 37 |
8 | 8 | 57 | 57 | 117 ] 117 ] | 44 | 44 | 21 | | 21 |
| 25 | | 25 | 26 | 26 | | 14 | | 14 | | 59 | 59 102} 102 ]
| 36 | | 36 | 20 | 20 | 114] 114] | 34 | 34 | 20 | | 20 |
| Stk ] Stk | Gs GS | | Stk | | Stk ] 13 | 13 | 68 | | 68 |
| o7 | | o7 | 42 | 42 | GS | GS | | Stk | Stk GS | GS |
| 39 | | 39 | 1 1] 107 107 ] | 14 | 14 | 57 | | 57 |
| 52 | | 52 | 110 10| 83 | 83 | 122] 122 | 46 | | 46 |
| 67 | | 67 | 24 | 24 | | 36 | | 36 | | 79 | 79 | 29 | | 29 |
85 | 85 | 48 | 48 | 89 | | 89 | 111} 111 | 10 | | 10 |
| 54 | | 54 | 119 119] | 55 | | 55 | 104} 104 | 42 | | 42 |
79 | | 79 | 9 | 96 | 114] 114] 2 | 2 110} 110]
| 63 | | 63 | 51 | 51 | | 67 | | 67 | | 69 | 69 | 45 | | 45 |
86 | 86 | 76 76| | 24| | 24 30 30 119 119
| 93 | | 93 | 7 7 | | 40 | | 40 | | 19 | 19 81 | 81 |
2 | 2 | 101 101 ] 8 | 8 | | 26 | 26 | 15 | | 15 |
71| 71 | 29 | 29 | | 47 | | 47 | | 62 | 62 116} 116}
| 78 | | 78 | 89 | 89 | | 52 | | 52 | | 6 | 6 | 84 | | 84 |
105 105 3 3 | I 1] | 25| 25 92 92|
| 27 | | 27 | 45 | 45 | | 80 | | 80 | | 32 | 32 | 41 | | 41 |
125 ] 125 ] 68 | 68 | 103 103] | 66 | 66 121} 121}
| 98 | | 98 | 70 | 70 | | 61 | | 61 | | 22 | 22 | 53 | 53 |
| 15 | | 15 | 28 | 28 | 4 | 4 | | o1 | o1 | 74 | | 74 |
| 16 | 16 | 124 124] 124] 124] | 50 | 50 | 48 | 48 |
| 32 | | 32 | 116 116} 125 ] 125 ] | 98 | 98 | 64 | | 64 |
1120 120 18 18 | | 43 | | 43 | 112] 112 108] 108
| 43 | | 43 | 75 75 | | 38 | 38 | | 51 | 51 35 | 35 |
| 10 | | 10 | 4 4 | 12 | 12 | [100] 100 | 82 | 82
| 99 | | 99 | 94 | 94 | | 65 | | 65 | | 63 | 63 71| 71 |
113] 113 ] 17 | 17 | 105 ] 105 ] | 93 | 93 | 54 | | 54 |
[Stk] [Stk] GS [Gs] [Stk] [Stk] [GS] Gs Stk [Stk]

GS : Granny Smith
Stk : Starkrimson

S : deficit hydrique estival ; nS : pleine irrigation
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Abstract

The genetic variability of apple tree response to drought is scarcely known
because characterization of response to water constraint is usually low-throughput,
which limits the possibility to take this trait into account in breeding programmes. In
this research phenotypic response of apple tree scion hybrids of a Starkrimson x Granny
Smith adult population to soil drought was considered through the leaf temperature as a
proxy for transpiration, each tree being grafted onto the same rootstock genotype. The
experiment was located in an experimental orchard where trees were submitted to
contrasting summer irrigation treatments. The use of airborne multispectral images (in
reflective and thermal infrared spectral domains) was explored as a possible approach
to evaluate the hybrids behavior in orchard conditions. Emphasis was put on the leaf
transpiration status which was approached by measuring foliage temperature in
thermal infrared (TIR) and by calculation of the Water Deficit Index (WDI). Here we
proposed to calculate the WDI at tree scale, to overcome limitations of TIR
interpretation for non-covering vegetation by taking the crop cover fraction into
account. This was performed through the calculation of the Normalized Difference
Vegetation Index (NDVI). Our results highlight capacity of thermal imaging for
phenotyping water stress. Spatial resolution of TIR images needs to be improved in
order to refine the phenotyping data and specific image treatment is required to extract
relevant leaf thermal information which can allow for effective differentiation of hybrids
behavior in response to soil water constraint. Remote sensing thus appears promising
for phenotyping varietal response of apple tree to soil drought at adult stage in field
conditions.



INTRODUCTION

In the future, climate change will lead to longer periods of heat, scarce precipitation
and high air vapor pressure deficits (IPCC, 2007). This will hamper temperate fruit production
in particular where irrigation becomes limited. Adapting fruit trees to abiotic stresses such as
water stress is thus a new challenging issue for fruit crops, whose water-use needs to be
deeply re-considered (Sircelj et al., 2007). New breeding traits could be proposed and
implemented, consisting in better adaptation to water stress and/or better water use efficiency
(Condon et al., 2004; Bassett et al., 2011). Our previous results on an apple hybrid population
at young stage have shown a genotypic variability of responses to water stress in controlled
conditions (Regnard et al., 2008). Stomatal conductance and photosynthesis rate revealed to
be heritable and quantitative trait loci were detected for these traits (Regnard et al., 2009).
Nevertheless stomatal conductance can be positively affected by the fruit acting as a sink
(Wunsche and Ferguson, 2005), or negatively affected by high vapor pressure deficits. As a
consequence, in perennial crops such as fruit trees, measurements performed in controlled
conditions at juvenile stage do not permit a straightforward prediction of mature tree behavior
in field, and stability of leaf traits needs to be assessed at adult stage. However phenotyping of
tree hybrid populations in the field remains challenging since most ecophysiological
measurements are low-throughput.

In parallel to increasing genotyping possibilities, it thus appears necessary to develop
tools and approaches which could permit high-throughput phenotyping of ecophysiological
plant traits. In controlled conditions remote sensing techniques allows characterizing plant
growth, plant water status or other physiological traits (Berger et al., 2010) that are useful in
phenotyping purpose. In field conditions, Jones et al. (2009) have recently shown the
possibilities of ground measurements of foliar temperature using infrared thermography for
phenotyping relative stomatal conductance in rice inbred lines. To increase throughput
phenotyping, airborne imagery can provide spatial exhaustive information on a whole
experimental field, with a high spatial resolution adapted to fine observations. In field
conditions high resolution TIR airborne images are currently used for detection of water stress
and irrigation scheduling through the calculation of water stress indices such as the Crop
Water Stress Index (CWSI; Berni et al., 2009). CWSI is however applicable to fully covering
canopies, which limits its use on heterogeneous crop covers. Developed by Moran et al.
(1994), the Water Deficit Index (WDI) allows for the application of the Crop Water Stress
Index (CWSI; Jackson et al., 1981; Idso, 1982) to partially covering plant canopies. It is based
on the Vegetation Index / Temperature concept and more precisely on a trapezoidal shape
formed by the relationship between leaf surface temperature minus air temperature (T - Ty)
and a vegetation cover fraction, which can be represented by the spectral vegetation index
NDVI.

Our study addresses the question of apple tree responses to drought, and water use
efficiency, and contributes to phenotyping methodologies developed in field conditions using
remote sensing techniques. The use of airborne multispectral images is explored as a possible
approach to evaluate the behavior of an adult apple population grown in orchard conditions,
through the application to each tree of the WDI spectral index. Our research assumed high
resolution imaging and use of water stress indices could provide a relevant and sensible
method for discriminating the hybrid stomatal response to water stress thanks to the collection
of images on the whole tree population at the same time. In this paper, the procedure for
image acquisition and processing to obtain phenotypic information associated with the plant
response to water stress is detailed, with emphasis on some crucial parameters to consider in
order to obtain reliable phenotyping data.



MATERIALS AND METHODS

Plant materials and field set-up

The study was performed on an apple orchard located at INRA Mauguio experimental
farm (43°36°35N, 3°58°52 E) and is part of Diaphen phenotyping platform. The plant material
consisted in an apple progeny of 122 hybrids (Starkrimson x Granny Smith), repeated 4 times.
Trees were grafted on M9 rootstock, and distributed along 10 rows within the plot. The field
plot was irrigated with a microsprayer system located in the row. Five rows supported a
summer drought treatment: water-stressed trees (without irrigation, hereafter referred to as S
treatment), while 5 rows were well watered during the whole vegetation period (not stressed
trees, hereafter referred to as NS treatment). The S and NS rows alternated within the
experimental set-up (Fig. 1), and each treatment was applied to 2 trees per genotype. For well
watered trees irrigation was scheduled according to soil water potential (W 30cm and
60cm) measured at arepresentative area of the field. Environmental conditions were
monitored by meteorological sensors recording global and photosynthetically active solar
radiation, soil and air temperatures, air humidity, wind speed and rainfalls. These data were
averaged at a 10 minutes step-time and stored into a Campbell Scientific CR10X data logger.

Airborne image acquisition, field measurement

The image acquisition system consisted of two Canon EOS 400D (10.1 Megapixel
CMOS sensor) commercial digital cameras each equipped with a 35 mm lens, and one FLIR
B20HS (320x240 matrix) thermal infrared camera for the acquisitions of TIR images (8.5 to
14.0 um). One digital camera acquired visible images in Red, Green and Blue bands (RGB)
while the second was modified according to Lebourgeois et al. (2008) to obtain images in the
Near Infrared (NIR). The acquisition of airborne images was performed by L’Avion Jaune®
Company. The cameras were set-up on an ultra-light aircraft (ULA) and three flights were
performed during summer 2010.0ne flight (July 16) was scheduled at the beginning of water
stress and two flights occurred during the mid-summer soil water stress (August 3 and 17).
Acquisitions took place between 9:00 and 11:00 GMT, at times corresponding to the diurnal
water stress development at each date (Table 1).

To correct atmospheric effects in airborne TIR images, temperature measurements of
cold and hot reference surfaces were performed with a Heitronics® KT19 radiothermometer
during each airborne acquisition. Nine aluminum targets were distributed within the
experimental field for image geo-location (Fig. 1). The low emissivity of aluminum leads to
easily apparent cold points in thermal images, and a differential GPS (DGPS) was used to
obtain the precise position of each target.

Images taken at 300m elevation had a 5¢cm resolution in RGB and NIR, and 30 cm in
TIR. At this height, the orchard (100*60m) was covered by 1 to 2 images, which allowed for
analysis of full orchard without data losses during the image processing due to an excessive
number of photos (Table 1).

Image processing

Before extraction of phenotypic information from images, several corrections were
performed with Erdas Imagine® software. First step was realized by L’Avion Jaune® and
consisted mainly in ortho-rectification, geo-location and vignetting correction as described in
Lebourgeois et al. (2008). When the plot was covered by more than one photo, a mosaic
image was generated thanks to the geo-referenced targets allowing minimizing the maximum
offsets between the two parts of the orchard. Two informations were extracted from the
corrected images:



e NDVI, which is a spectral index linked to leaf area index, and gives information about
plant cover density and nitrogen supply as well as vegetation coverage. It was
computed from red (R) and near infrared (NIR) bands according to Rouse et al.
(1973): NDVI = (NIR-R) / (NIR+R)

e Surfaces temperatures (Ts) whose values were extracted from TIR images measured at
aircraft level and corrected by the atmospheric interference, via the use of
temperatures of cold and hot targets. The Ts - T, value was obtained by difference
between leaf surface temperature and air temperature.

Water Deficit Index calculation

The WDI computation is based on the trapezoidal shape formed by the relationship
between (Ts — T,) and vegetation cover fraction (Fig. 2), which can be represented by a
spectral vegetation index such as NDVI. Theoretical equations for computation of the
trapezoid vertices are given in Moran et al. (1994). WDI can be defined empirically (Clarke,
1997) by calculation of the trapezoid limits based on the image data. However, defining
empirical WDI boundaries is not easy when the scenes viewed by the airborne optical and
thermal infrared sensors do not contain the dry and wet bare soil and vegetation states
corresponding to the vertices of the trapezoid (Fig. 2). Therefore, the WDI boundaries were
defined using a statistical method by calculating the 1% and 99% quantiles of NDVI for the
upper and lower limits, according to Koenker (2008). Lines (1-3) and (2-4) (Fig. 2) were
defined by calculating the 1% and 99% quantile regressions of (Ts - T,) as a function of
NDVI. WDI, which reflects water stress intensity through the ratio between actual
evapotranspiration (ETacwa) and maximal evapotranspiration (ETmax), was computed for each
point C of the scatter plot using the following equation:

WDI=1- [ET actal | ET max]= [(Ts'Ta)' (Ts'Ta) min] / [(Ts'Ta) max — (Ts'Ta) min] =AC/AB

where (Ts-Ta) min, (Ts-Ta) max @and (Ts-T,) correspond to points A, B and C respectively (Fig. 2).
WDI was calculated from T, -T, and NDVI mean values, which were extracted at tree scale in
a 60 cm buffer zone at the center of each tree.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using R software. Genotype and drought
effects were analyzed by a two way ANOVA after ensuring the data were normally
distributed and the variances homogeneous.

RESULTS

Figure 3 presents the scatter plot of couples of (Ts - T,; NDVI) points obtained for
each pixel of the experimental field (grey points). The (Ts- T,; NDVI) average values for each
individual tree are represented by black and white points (superimposed over the grey) for NS
and S trees respectively. Differences appear clearly between NS and S tree groups on the (Ts-
T,) axis. The NS/S distance rose from July 16 to August 17, corresponding to significantly
higher WDI values, highlighting an increase of water stress in S trees (Table 2). Scatter plots
of NS and S treatments on August 3 seemed less spread than on July 16. This was confirmed
by the differences between WDI mean values for NS and S treatments, which were lower on
August 3 than July 16, 0.177 and 0.218 respectively. Rainfall that occurred two days before
the August 3 ULA flight (data not shown) could account for this result.

Table 2 presents the results of a two-way ANOVA on NDVI, Ts- T, and WDI values,
testing the effects of genotype, drought, and possible interaction. This analysis revealed a



decrease in the significance of the genotype effect for the 3 variables, between the first and
third acquisition dates, as shown by F and p-values. However, Ts-T, became statistically non-
significant on August 3. Conversely drought effect increased with stress intensity for each
factor as shown by F values, which rose from 0.6 to 18 for NDVI, from 307 to 1739 for Ts -
T, and from 506 to 1672 for WDI. Drought effect was not significant for NDVI at the first
date and increased with stress intensity. These results can be related to the increase in soil
water constraint shown by the progressively lower values of W (Table 1). No interaction
was revealed between genotype and drought factors.

DISCUSSION AND CONCLUSIONS

With a phenotyping purpose, we investigated remote sensing approach and a
methodological background previously used for irrigation scheduling (Berni et al., 2009).
This method was here applied to individual trees. In this context, high resolution images are
needed to be able to discriminate between pixels. In this research, 30cm resolution thermal
images were obtained and analyzed, in which pixels reflect the transpiration status of well
exposed leaves, but also include shaded leaves, soil, trunk and branches. Values of NDVI and
T, - T, were extracted from a 60 cm buffer at the center of each tree and these values were
averaged without distinguishing soil and vegetation. Because of large variability of
architecture and tree size observed in the hybrid population (data not shown), the adequacy of
a 60cm buffer zone varies depending on the tree size: if this zone is relevant for analyzing
large trees, it clearly includes more soil for smaller trees. As a consequence, buffer definition
could be improved by delimiting a zone of interest within the image. Another improvement
could be obtained by filtering the images using a NDVI threshold to disentangle bare soil and
vegetation. However, the spatial resolution of the thermal images is presently too coarse to
differentiate soil and plant foliage temperatures within the tree crown. Thus, for increasing the
relevancy of WDI in the study of apple trees response to water constraint, resolution of
thermal imaging will be raised in future experiment by loading the cameras in an Unmanned
Aerial Vehicle (UAV).

Furthermore, the estimation of WDI values must be validated by an independent and
robust method. For this, we also explored plant water status measured at tree level (Wstem
and/or gsw). This highlighted a good correlation between classical measurement of tree water
status (Wsem and/or gsy) and infrared leaf temperature (data not shown), consistently with
previous studies (Berni et al., 2009; Jones et al., 2009).

In the perspective of genetic studies, the results of ANOVA analyses demonstrated
that we can differentiate between stress and non-stress conditions, and between hybrids (since
genotypic effect was significant). The absence of interaction between the genotype and
droughtfactors suggests that their effects were purely additive. The decrease in genotype
effect along with the stress increase, suggests that the best period to reveal genotype-
dependent behavior differences in response to stress corresponds to the beginning of stress
application. Finally, our results are promising regarding the use of remote sensing techniques
for high-throughput phenotyping of adult apple tree varietal response to soil water constraint
in field conditions.
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Tables

[ ]

e Table 1.Image spatial resolution and soil water status for each airborne acquisition date.
Soil Water Potential is an average between values obtained at 30 and 60 cm depths.

07-16-2010 | 08-03-2010 | 08-17-2010

Flight altitude (m) 350 330 480
Number of photos to cover the RGB 1 1 1
orchard TIR 1 2 1

RGB 5*5 3*3 5*5
Pixel size (cm)

TIR 30*30 30*30 30*30

NS -0.019 -0.011 -0.021
Soil Water Potential (MPa)

S -0.093 -0.121 -0.188

Table 2.Effect of genotype, drought and their interaction on NDVI, Ts- T, and WDI, for each
acquisition date.

Genotype (G) Drought (D) G*D Post-hoc test (D effect)

Date  Variables | F p-value F p-value | F p-value Mean NS Mean S
NDVI 3.6 <10® 0.6 n.s. 0.9 n.s. 0.108% 0.106"°

07-16  T,-T, | 2 <10° 307 <10 | 05 n.s. 4149 6.402°
wDl |18 <10* 506 <10™ |05 n.s. 0.277 0.495°
NDVvI |33  <10™ 15 <10® |09 n.s. 0.238 0.225"

08-03 T,-T, |11 n.s. 902 <10™ | 0.6 n.s. 0.935" 2.902°
wDl |19 <10* 775 <10® | 05 n.s. 0.228" 0.405°

NDVI | 2.5 <10°® 18 <10 | 0.8 n.s. 0.224% 0.208°

08-17 T,-T, |13 0052 [1739 <10™ | 0.6 n.s. 7.969" 11.832°
WDI |15 <10® | 1672 <10™ [ 06 n.s. 0.227" 0.542°

! In ANOVA p-values less than 0.05 indicate significant effects and n.s. non-significant p-
values. In post-hoc Newman-Keuls test, means followed by different letters differ
significantly at P = 0.05.
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Fig. 1.Plan of the experimental field (ca. 6000m?2). Aluminum targets (9 black points) located
at the middle and periphery of the field were DGPS localized for accurate image geo-
location. Non stressed (NS) rows are represented in dark grey and stressed (S) rows
colored in clear grey. Soil water potential sensors are located in the dotted area.
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J Fig. 2. Illustration of Moran’s VIT concept and WDI calculation. Vertices of the
trapeze represent: 1, well watered and fully covering vegetation; 2, water stressed and
fully covering vegetation; 3, saturated bare soil; 4, dry bare soil. For any point C, WDI
is equal to the ratio between AC / AB. Source: Moran et al., 1994.
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Fig. 3. Graphic representation of WDI values estimated from all pixels of TIR and NDVI
images (grey points) and from pixels of a buffer zone delimited at the center of each
apple tree. Black points represent NS trees and white ones S trees. Ts - T, is expressed
in °C.
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1. Context and scientific question

There exists a variability of stomatal response under water constraint between apple or wine Our methodological strategy:
cultivars (Regnard et al., 2008 ; Lovisolo et al., 2010)

= Hypothesis of isohydric vs anisohydric stra in apple tree Phenotyping large population at field level usir
= Can you distinguish these strategies among F 1 adult hybrids grown in field conditions? - airborne images in Visible, Near-Infrared and Thermal
wavebands (Vis, NIR & TIR)
Objectives : - T° of transpiring surfaces foliage density,
* Develop a high-throughput, relevant and sensible method for characterizing the stomatal represented by vegetation index (N
response of a large population of apple hybrids to water constraint - estimation of leaf transpiration from TIR imaging
* Reveal apple genotypic variability and perform quantitative genetic studies on this trait - Water Deficit Index (WDI) computation at tree scale
2. Water Deficit Index (WDI) concept and computation 3. Field set up:
(Moran et al., 1994) . . .
£ . » 122 hybrids (‘Starkrimson’ x ‘Granny Smith’ progeny )
- adapted from Crop Water Stress Index: scatter plot considering T,-T, & vegetation " M9 roostock
cover fraction (here NDVI) as coordinates 2 1 .5 d, N 4 (S, NS) with iy
. applicable to discontinuous cover » seasonal water treatments: Stressed, Non stresse (S, NS) with respect to soi
- varying from 0 (well-watered crop) to 1 (severely stressed) - 2tree replicates per genotype & treatment
. =488 apple trees on 10 rows
Visible image : 2 .
8 NIR image TIR image
Red, Green, Blue P 3 R 2 5
4. Which tree zone considering from images? p_—
22 (30°30 cn)
NIR-R . Extraction of pure vegetation pixels depends on image resolution
Vegetation inde ST ; pure veg, p pei g
NDV SRR T T srm.h;'; . Comparison of indices values depending on the buffer size and
NIR + R : S— NDVI threshold
size(s5 cm)
O 60 cm radius buffer zone at tree center
O Larger buffer zone including whole tree crown + soil
-I- Zimage treatments: Without NDVI threshold With threshold: NDVI>0.03
1. Well developed '
irrigated vegetation 2. Well-developed
; P s . €
3 .
Z 3
zs 5. Impacts of buffer size and NDVI threshold on spectral-based indices:
2
) With Threshold 60 1000 NoThreshold 60 1000
1 4. Dry WDI s 0465 0485 ns. 0461 0453 ns.
24 bare soil NS 0225 0266 022 0289
NDVI s 0240 0176 b o 0228 0.082 .
T\ i Tx NS 0242 0173 ., 0239 o0an
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- Extreme status of piring surfaces P g to trap angleﬁ NS 4380 5627 4383 6667
Empirical WDI
SA(T, - T.) s 0775 1851 0784 2398
NS 0786 2187 0791 2928
Increasing buffer size significantly impact on NDVIand T, - T,, by integrating soil pixel with high T*
Accounting for a threshold reduces the impact of soil T° on indices values
> A 60cm buffer zone with threshold was selected as the most relevant combination

T B e 1 Heritability calculation for 2 successive dates
Four variables were used for characterizing the stomatal ~ :i‘: = r= - 5 ¢ withmoderate (D1) and severe water constraint (D2)
response to water constraint of apple hybrids: Bl g = A a
B sl i =, w2 s B DI moderate stress
NDVI -> Foliage density and nitrogen content R - 05 W D2 evere stress
WDI -> Water Deficit Index 071 00 4 3|
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Abstract. This manuscript presents a comprehensive methodology to obtain Thermal, Visible and Near Infrared
ortho-mosaics, as a previous step for the further image-based assessment of response to water stress of an
experimental apple tree orchard. Using this methodology, multi-temporal ortho-mosaics of the field plot were created
and accuracy of ortho-rectification and geo-location computed. Unmanned aerial vehicle (UAV) flights were
performed on an irrigated apple tree orchard located in Southern France. The 6400 m2 plot was composed of 520 apple
trees which were disposed in 10 rows. In this field set-up, five well irrigated rows alternated with five rows submitted
to progressive summer water constraints.For remote image acquisition, on 4™ July, 19" July, 1% August and 6"
September UAYV flights with three cameras onboard (thermal, visible and near infrared) were performed at solar noon.
On 1% August, five successive UAV flights were carried out at 8, 10, 12, 14 and 16 h (solar time). By using self-
developed software, frames were automatically extracted from the recorded thermal video and turned in the right
image format. The temperature of four different targets (hot, cold, wet and dry bare soil) was continuously measured
by the IR120 thermo-radiometers during each flight, for radiometric calibration purpose. Based each on
thirtyimages,all ortho-mosaics were successfully obtained. As high spatial resolution imagery requires high precision
geo-location, and the root mean squared error (RMSE) of each ortho-mosaic positioning was calculatedin order to
assess itsspatial accuracy. RMSE valueswere less than twice the pixel size in every case, which alloweda precise
overlapping of the mosaics created.Canopy temperature data extracted from thermal images showed significantly
higher temperatures in water stressed trees compared to well irrigated, difference being related to severity of water
stress. Thanks to the ultra-high resolution of remote images obtained (<0.1m spatial resolution for thermal infrared
images), and beyond its capacity to delineate efficiently each individual tree, the methodology presented here will also
make it possible the analysis of intra-canopy variationsand the accurate calculation of vegetation and water stress
indices.

Keywords: Unmanned aerial vehicle, Thermal infrared, Drought, Phenotyping, Georeferencing, Ortho-
mosaics, geometric correction

Introduction

In the context of climate change, statisticaltrend toward a general temperature increase, and more
frequent and intense extreme weather events are expected (IPCC, 2007). Longer periods of drought are
susceptible to occur in the future during spring and summer periods, notably in the Mediterranean region
(Giorgi and Lionello, 2008), and this will likely threaten the temperate fruit production, in particular
where irrigation is limited by water resources. Adapting fruit trees to abiotic stresses such as water stress
is thus a new challenging issue for fruit crops, whose water use needs to be deeply re-considered.

Precision agriculture methods can contribute to drought assessment and irrigation scheduling. For the
estimation of crop water status at tree scale, Unmanned Aerial Vehicle (UAV) imagery offers both global
vision of the whole crop and the needed high spatial resolution. Furthermore, the UAV potential for
assessing drought stress or estimating the latent heat flux (evapotranspiration flux density) of agricultural
fields has already been shown in numerous studies (e.g. Sullivan et al., 2007; Berni et al., 2009a,b;
Gonzalez-Dugo et al., 2012; Zarco-Tejada et al., 2012). Technical progress in thermal imagery made it
possible to widenits possibilities of application in plant sciences, with affordable devices that are suitable
for airborne high resolution image acquisition.Monitoring stomatal conductance on the base of thermal
imagery can be a better indicator of plant response to drying soil than monitoring the leaf water potential,



because stomatal closure can occur even before any change in plant water status (Jones 2004).Stoll and
Jones (2007) explored the possibility of using thermal imaging as a tool for monitoring plant stress,
showing that the canopy temperature difference between plants submitted to different water regimes can
be very helpful to detect water stress. Sela et al. (2007) combined thermal and visible images to estimate
leaf water potential status of cotton crops. Galleguillos et al. (2011) compared various temperature
differencing methods to estimate daily grapevine evapotranspiration by using ASTER satellite data. More
recently, Cohen et al. (2012) developed a methodology based on aerial thermal imagery and watershed
image segmentation analysis, to estimate water status of palm trees from aerial thermal images.

Thermal imagery is particularly suitable for monitoring areas of small to medium size (up to some
hundreds of hectares). In this context, using UAVs providesthe possibility of frequent flights, allowing
water stress assessment and irrigation scheduling among other applications. This kind of imagery has
been successfully employed in multi-temporal studies over fruit tree orchards (Gonzalez-Dugo et al.,
2013). In low-altitude remote sensing, a large number of images, taken within a short time span, must be
mosaicked. Software is available that creates a mosaicked and geo-referenced image relatively
automatically, often using the GPS location of the UAV or airplane (e.g. Berni et al., 2009b). Some
studies have been focused on the georeferencing improvement of mosaics from UAV-sensed images by
determining the optimum number of Ground Control Points (GCPs) and the flying altitude (Gémez-
Candon et al., 2011; Gomez-Candon et al., 2014). Wang et al. (2008) developed a practical method for
mosaicking video frames from thermal infrared cameras based on Scale Invariant Feature Transform
algorithm. In spite of this, thermal image processing still remains a time-consuming step that requires
expert knowledge in both software and thermography. This must be largely automated before infrared
thermography can be applied as a common tool in agricultural practice (Maes & Steppe, 2012).

Stress indices are a powerful tool for assessingthe effects of drought on crop plants. One of the most
commonly used is the Crop Water Stress Index (CWSI) developed by Idso et al. (1981). One extension of
the CWSI is the Water Deficit Index (WDI), which has been proposed by Moran et al. (1994) for non-
fully covering crops. This index, based on a combination of thermal imagery with other vegetation
indices, enables the interpretation of canopy surface temperature. It beforehand determines, by inverting
surface energy balance, the evaporative extremes that are used for the temperature differencing, which
involves ancillary information about aerodynamic and micrometeorological conditions. Virlet et al.
(2014) computed WDI through plotting the vegetation index value (using Normalized Difference
Vegetation Index, NDVI) versus the difference between vegetation surface (Ts) and air (Ta) temperatures
and demonstrated relevancy of WDI for assessing the variability of tree evapotranspiration in response to
soil drought in a field phenotyping trial.

As part of a long term research to investigate the possibilities and limitations of UAV imagery in
accurately mapping water stress in field crops, it is crucial to explore the potential of generating accurate
ortho-mosaicked imagery from multiple overlapped frames for proper discrimination of illuminated
leaves from shaded leaves and soil. This is particularly important when heterogeneous plant cover, like
orchards or vineyards are considered. Such an approach should demonstrate the accuracy of the ortho-
images obtainedand the further possibility of generating accurate water stress indices. This can be helpful
to assess the variability of raw temperatures and stress indices within individual tree canopies, as shown
by Gonzalez-Dugo et al. (2012).

In this paper we report a study of the geometric accuracy of the ortho-imagery obtained from multiple
overlapped images taken in apple tree orchards using UAV-sensed imagery. The aim of this research is to
present a comprehensive methodology to obtain thermal and multispectral ortho-mosaics over an apple
tree field experiment. As the assessment of crop water status and its temporal development is focused,
multi-temporal ortho-mosaics were created and their ortho-rectification accuracy compared. Furthermore,
canopy temperature data were retrieved for well irrigated and water stressed trees in orderto assess
thermal difference between both treatments.

Material and methods

The proposed method is applicable for computation of water stress indices. It comprises the following
main steps (Figure 1): image acquisition; image calibration; ortho-rectification and georeferencing;
mosaicking; and image band combination to compute the final values of the stress index. UAV remotely-
sensed thermal video files have to be pre-processed as following: first, image extraction from thermal
video files; second, correction in geometry and radiometry; and third, ortho-mosaicking. This process
requires the use of specific software and a system for concomitant ground temperature acquisition. UAV
imagery and measurements in planta have been both developed during this research.

Locations and data acquisition



Studies were conducted in an apple tree orchard located at INRA Melgueil station (Diaphen experimental
platform), near Montpellier, France (N43°36, E03°58, Figure 2). 520 adult apple trees,planted at 5m * 2m
distance, were disposed into ten rows. In one row out of two, irrigation was restrictedtwo weeks before
the first flight, in order to induce progressive water deficit. Combination of a large genetic panel and
contrasting water regimes was settled for spatial and temporal comparison purposes. Ortho-images were
taken during summer 2013 by using a MikroKopter UAV (Figure 3a) equipped with a low weight
Thermoteknix Miricle 307K thermal camera (640x480 detector resolution) and two Sigma DP1x digital
cameras (2640 x 1760 pixels; Figure 3b), one of them being modified according to Lebourgeois et al.
(2008)to acquire near infrared images. UAV flights and image acquisition were carried outunder fully sun
conditions, on 4" July, 19" July, 1% August and 6™ September, and performed at solar noon. On 1%
August, five UAV flights also took place at 8, 10, 12, 14 and 16 h (solar time) in order to yield intra-day
dynamics of plant temperature. UAV images were acquired at 40m altitude and flight length was 4-6
minutes approximately, depending on wind conditions. The image along-track overlap was 80% and
cross-track overlap was 60%. A series of 30 UAV navigation waypoints were fixed within each flight, to
ensure stable conditions each 9 meters and prevent blurred RGB and NIR images. A total of 30 images
per flight were needed to cover the whole field (one image each 8 seconds approximately). Over the plot,
a total of 15 GCPs were placed and geo-referenced using a Leica RTK GPS (Leica Geosystems®) with an
accuracy of 1cm. For radiometric correction purposes, IR120thermo-radiometers (Campbell® Scientific
Inc.) were installed to continuously measure the brightness temperature of four contrasted targets: cold
(white polystyrene), hot (black-painted), and also dry and wet bare soil.

Thermal imagery pre-processing

Data were pre-processed in two main steps: image extraction from video files and geometric and
radiometric calibration. Self-developed specific software was developed for automatically performing the
process. The software is based on Python programming language (Python Software Foundation, 9450 SW
Gemini Dr., ECM# 90772, Beaverton, OR 97008, USA) and the avconv command line program for
transcoding multimedia files (Libav Open source audio and video processing tools, www.libav.org).
Video frames extraction and image format transformation

To avoid data errors due to overheating, the uncooled thermal camera itself had a system for continuous
self-calibration, which was set to occur every 4 seconds. To minimize acquisition errors, only the first
frame after every self-calibration was extracted. After extraction, each raw frame was automatically
transformed into the desired image format.

Geometric correction and ground data-based radiometric calibration

Resulting thermal images had some errors due to some lens distortion effects. Geometric correction was
based on lens geometric coefficients, which were provided by camera manufacturer.

Each flight was divided into two tracks, flying over the ground targets at the beginning and the end of
each track. Radiometric calibration coefficients were calculated by linear interpolation, using the ground
temperature data (from hot, cold, and soil targets). Afterwards, coefficients were applied to TIR images
for radiometric calibration.

Ortho-mosaicking process

The exterior position and orientation parameters of the UAV were provided by the UAV inertial system.
These parameters and GCPs coordinates were used as input data for the Leica Photogrammetric Suite
2010 (LPS, Leica Geosystems®, 2006) software, for ortho-rectification by aero-triangulation and
mosaicking. For the near infrared and visible images (NIR and RGB), calibration parameters were
calculated by comparing overlapping zones of consecutive images during the aero-triangulation process.
Radiometric correction for RGB and NIR images was based on invariant field targets in each spectral
band, with Date 1 as a reference, so that the acquisitions would be comparable from one date to the
others.

For the thermal images, calibration was performed as explained in the previous section. Afterwards, the
images were combined into a seamless ortho-mosaicked image of the entire field.

Accuracy assessment

Accuracy assessment consisted of estimating the error associated with ortho-rectification of the UAV
imagery. This error is commonly expressed by the root mean squared error (RMSE) of the ortho-
mosaicked image. The RMSE is a global indicator of the quality of the mosaic, and is based on the
residuals of the image co-ordinates and the ground co-ordinates. The geometric accuracy of the ortho-
rectified mosaic was assessed using the co-ordinates of seven out of 15 GCPs collected at ground level



using the differential GPS. Then, the RMSEs were calculated as follows: once the mosaic was generated,
co-ordinates of the seven GCPs measured in the field were compared to the co-ordinates of these seven
GCPs in the mosaicked image using ENVI software (Research System Inc., Boulder, CO, USA). Finally,
the differences between DGPS co-ordinates and co-ordinates from the mosaicked image were used for
calculating the RMSE.

The RMSE for an image with n validation points is assessed as follows (ERDAS, 1999):

RMSE = [Zn:[(xs X, P (Y, Y, )’-’]/nJ% (1)

i=1

where Xs and Ys are the geospatial co-ordinates of the point of the source image, and Xr and Yr are the
co-ordinates of the same point DGPS measured at field level.

Measurement of temperature difference

To assess performance of ortho-mosaics obtained, three dates were selected according to the increasing
severity of water stress, 4"July (no stress), 1stAugust (medium stress) and 6"September (high stress). For
each date, differences between apple tree canopy temperature (Tc) and air temperature (Ta) were
calculated for the well watered (WW) and the water stressed (WS) trees separately. Finally analysis of
variance was performed.

Results and discussion

For both situations, inter-day and intra-day flights, the UAV image series were successfully taken and
ortho-rectified. Besides, as a result of the development of specific software, the image extraction and
calibration was more automatic and faster than using the conventional methods.

Tables 1 and 2 show the measured RMSE of the ortho-mosaics taken at 4 different summer dates, along
with the drought progression in field trial, and on 1% August for five different moments of the day. The
ortho-mosaics generated had a spatial resolution of 0.02m for near infrared (NIR) and visible (RGB)
bands and 0.10m in thermal infrared (TIR). Those spatial resolutions are appropriate for the water stress
assessment at individual tree level, since canopies diameter were 1 to 3m.

The overall RMSEs were very similar between ortho-mosaics regardless of the moment of the flight or
the kind of image acquired (TIR, NIR or RGB). Thus, the results did not show large differences in
accuracy between ortho-mosaics which were similar whatever the date. One of the relevant results of the
study is that the moment of acquisition did not affect the georeferencing accuracy of the mosaicked
image. Furthermore, the final RMSE value was less than twice the image pixel size, which is accurate
enough according to Laliberte et al (2010).Furthermore, ortho-mosaics were accurate enough to be
applied on multi-temporal studies, according to the methodology proposed by Virlet et al. (2014), since
they were radiometrically corrected too. The low RMSEsfor RGB and NIR (about 1 pixel) permit the
precise computation of vegetation indices. The fairly low RMSE for TIR image georeferencing (lower
than 0.20m) will allow a satisfactory extraction of thermal data within the tree canopies, upon
consideration of a representative central zone. On the basis of the image series obtained, analysis of intra-
crown variations will also be possible. However, other factors must be taken into account while acquiring
this kind of high resolution imagery at low flying height, like directional effects (Hakala et al., 2013).
Comparison between canopy surface temperature in WW and WS trees (all genotypes confounded)
isrepresented in figure 4, while the environmental data during image acquisition are shown in table 3.
There was no statistical difference in mean Tc-Ta values of WW and WS trees before water stress
establishment (July 4™). In contrast, highly significant differences were found on the second and third
dates. This result was consistent with the stem water potential data acquired (table 3) showing clear water
status differences. Nevertheless, thermal data yielded in WW and WS trees for 3" date showed less

elevated Tc-Ta valuesthan for 2™ date, due to lower irradiance conditions.

Conclusions

The proposed methodology is suitable for obtaining thermal and multispectral ortho-mosaics, reducing
the pre-processing time needed for image extraction and calibration. Due to the automation of the process,
its cost efficiency is increased. This kind of remotely-sensed imagery is presently contributing to a tree
phenotyping program at field, whose aim is to analyzethe genotypic variability of apple tree response to
increasing water constraints. The spatial resolution obtained allows carrying out the water stress
assessment at individual tree level. As UAV-borne image series can be acquired with short revisit time,
temporal series can be developed at seasonal and daily scales. The accuracy obtained is enough to
perform comparisons in these temporal series.
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Table 1. Overall georeferencing errors at INRA Melgueil plot. UAV images were taken at 4 different dates. Images from
three different cameras: Visible RGB (Red, Green, Blue), Near Infrared (NIR) and Thermal Infrared (TIR).

Kind of image (spatial resolution)

Date RGB (0.02m) NIR (0.02m) TIR (0.10m)
4t July 2013 RMSE s.d. 0.028+0.023 0.025+0.018 0.182+0.095
19" July 2013 RMSE #s.d. 0.024+40.015 0.026+0.016 0.194+0.100
1% August 2013 RMSE #s.d. 0.027+0.010 0.025+0.009 0.150+0.070
6" Sept.2013 RMSE #s.d. 0.026+0.009 0.025+0.007 0.153+0.090

Mean RMSE+s.d. 0.026+0.002 0.026+0.001 0.170+0.021

RMSE (root mean squared error) + standard deviation of validation points of each image (in meters).

Visible (RGB) Near Infrared Thermal Image
Image acquisition Image acquisition acquisition
Image calibration
acquisition
v v v
Orthorectification Orthorectification Orthorectification
and geolocation and geolocation and geolocation
¥ ¥ v
Mosaicking Mosaicking Mosaicking

47/ Accuracy Assessment ¥—
v

Ortho-mosaicy Vegetation Stress
Normalization Index Index

Fig. 1.Flowchart for Water Deficit Index (WDI) calculation.




Fig. 2. Thermal ortho-mosaic of the study plot (August, 8™). (a) Apple tree orchard. (b) Hot and cold ground targets. (c)
Georeferencing ground control points.

Table 2.0verall georeferencing errors at Melgueil plot. UAV images were taken on 1% August 2013 at 5 different moments
of the day. Images from three different cameras: Visible RGB (Red, Green, Blue), Near Infrared (NIR) and Thermal Infrared
(TIR).

Kind of image (spatial resolution)

Solar time RGB (0.02m) NIR (0.02m) TIR (0.10m)
8:00 RMSE #s.d. 0.027+0.011 0.02610.012 0.196+0.094
10:00 RMSE #s.d. 0.02740.010 0.025+0.009 0.150+0.070
12:00 RMSE #s.d. 0.02940.015 0.027+0.006 0.191+0.086
14:00 RMSE #s.d. 0.0274+0.011 0.029+0.013 0.194+0.105
16:00 RMSE #s.d. 0.028+0.009 0.026+0.011 0.192+0.060
Mean RMSE#s.d. 0.028+0.001 0.026+0.001 0.185+0.019

RMSE (root mean squared error) + standard deviation of validation points of each image (in meters).



Fig. 3.a. Mikrokopter UAV. b. Detail of the camera mount with the thermal andone out of the two DP1 cameras installed.
The pico-computer controlling the thermal camera is also shown on the right side.

Table 3.Air Temperature, Relative Humidity, Solar Radiation and Stem Water Potential (W) during remote imagery
acquisition. Three dates are shown, 4th July, 1st August and 6th September. V., measured for a sample of 5 genotypes *
2 repetitions * 2 water regimes.

Date
07/06/2013 08/01/2013 09/06/2013
Air Temp. (°C) 2893 £ 0.13 29.10 = 0.27 2761 £ 0.22
HR (%) 31.78 * 0.78 56.71 = 154 46.09 = 347
Solar Radiation (kW/m? 093 + 0.00 0.93 + 0.00 0.78 =+ 0.03
Y WW (MPa) -112 £ 021 -093 * 021 -0.98 * 0.52
Y WS (MPa) -1.10 £ 0.20 -141 + 0.36 -1.76 = 0.48

Mean values #s.d.
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Fig. 4.Distribution of differences between canopy temperature and air temperature (Tc-Ta) for the well watered (WW) and
the water stressed (WS) trees (122 genotypes). Three dates: 4™ July (no stress), 1% August (medium stress) and 6™
September (high stress). Each box plot shows the median value, the 1% and 3" quartiles, and the 1% and 9™
deciles.Significant p-values are represented as follows: *** for p< 0.001; NS: not significant.



Résumeé

Dans le contexte des changements climatiques prévisibles et d’une demande évaporative accrue vis a
vis des cultures, ce travail de thése vise a évaluer la variabilité génétique du pommier pour sa réponse
a la contrainte hydrique. Cette évaluation est d’un intérét certain pour 1’amélioration future de
I’espéce, qu’il s’agisse de mieux tolérer le stress pouvant résulter d’une sécheresse temporaire du sol,
ou d’une efficience accrue d’utilisation de 1’eau. Les méthodes de phénotypage actuellement
disponibles pour I’étude de la réponse a la contrainte hydrique ne permettent pas un haut débit de
mesure compatible avec les comparaisons simultanées entre de nombreux individus. En conséquence,
ce travail de thése s’est focalisé sur I’application de I’imagerie multi-spectrale aéroportée comme oultil
de phénotypage a haut débit en condition de plein champ et sur 1’évaluation de sa pertinence pour
I’analyse quantitative des réponses a la contrainte hydrique et la recherche des déterminismes
génétiques associés. Les essais ont été réalisés sur une population hybride de pommiers (croisement
Starkrimson x Granny Smith) dgée de 4 ans au début de I’étude, implantée dans le sud de la France. A
partir d’images acquises dans les longueurs d’onde du visible, du proche infrarouge et de I’infrarouge
thermique, a une résolution spatiale proche de 30cm, différents indices de végétation et de stress ont
¢été calculés permettant d’apprécier la vigueur des arbres et leur transpiration. La prise en compte, dans
des modeles linéaires mixtes, de six dates d’expérimentation, couvrant deux campagnes d’acquisitions,
et de régimes d’irrigation différenciés sur la population a permis de mettre en évidence 1’héritabilité
des indices phénotypiques et conduit a la détection de nombreux QTLs. 18 QTLs se sont révéles
indépendants de la date d’acquisition. Pour quatre de ces QTLs, dits adaptatifs, c’est-a-dire exprimés
en conditions de stress, un certain nombre de genes candidats potentiellement impliqués dans les
réponses précoces responsables de la régulation stomatique ont été identifiés.

Mots clés: arbre fruitier, télédétection, indicesspectraux, infrarouge thermique, transpiration,
génétique guantitative.

Abstract

In the context of foreseen climate changes and higher evaporative demand in crops, this PhD work is
aiming at assessing the apple tree variability in response to hydric constraints. This could be of great
interest for future breeding programs in this species, either in respect to temporary abiotic stress
tolerance, or looking at a better water use efficiency. Phenotyping methods presently available for
evaluating the plant response to hydric constraints do not allow the high-throughput that could be
compatible with simultaneous comparison of a high number of individuals. As a consequence, this
thesis focused on the application of airborne multispectral imagery as a tool for high-throughput field
phenotyping, and it assessed the relevancy of this method for quantitative analysis of response to
drought and further dissection of associated genetic determinisms. Trials were realized on a
segregating hybrid apple population (Starkrimson x Granny Smith cross), 4-year old at the beginning
of study, installed in the South of France. Images acquired in visible, near infrared and thermal
infrared, with a spatial resolution close to 30cm, were the calculation basis of various vegetation and
stress indices, allowing estimation of individual tree vigor and transpiration. Linear mixed models
taking account of six flight dates, covering two acquisition campaigns and including two contrasted
irrigation regimes over the apple population, made it possible to highlight the heritability of
phenotypic indices and to perform numerous QTLs mapping. Eighteen QTLs were revealed
independently from the acquisition date. Out of this QTLs set, a further analysis on 4 of them, which
were adaptative i.e. expressed in stress conditions, allowed first identification of putative candidate
genes potentially involved in the early stomatal closure.

Keywords: fruit tree, remote sensing, spectral indices, thermal infrared, transpiration, quantitative
genetics.
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