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Spectroscopie optique pour caractériser ’état

physiologique de plantes : quelques exemples

Véronique Bellon-Maurel, Pierre Grenier, Michel Crochon et Jean-Michel Roger

uand les mystéeres sont tres malins,

ils se cachent dans la lumiére, disait

Jean Giono'. Le poéte avait raison et

les scientifiques savent expliquer,
mais ausSk utiliser le fait que la « lumiere », ou
plus généralement le rayonnement électromagné-
tique, transporte les secrets de la matiére.

Dans cet article, nous nous appuyons sur deux
exemples de recherche pour expliquer comment
la spectroscopie optique est devenue un instru-
ment important pour qualifier la qualité et les
caractéristiques de productions végétales. Apres
une introduction consacrée au rappel des bases
physiques de la spectroscopie optique, nous ana-
lysons les potentialités de la spectroscopie proche
infrarouge (SPIR), puis nous présentons deux
applications. La premiére concerne un systeme
miniature de spectroscopie proche infrarouge
développé par le Cemagref pour mesurer la matu-
rité des fruits au champ, sous la forme d’un gant.
[l a été mis en évidence que certaines bandes
spectrales étaient plus sensibles que d’autres a
la variabilité de température du fruit et que pour
rendre I’étalonnage robuste, il fallait, en termes
mathématiques, travailler orthogonalement au
sous-espace de ces bandes spectrales.

La seconde application est mise en ceuvre par
le Cemagref pour évaluer la capacité de la
technologie SPIR & estimer certains parameétres
physiologiques des plantes, en particulier |’état
hydrique. Les premiers résultats obtenus sur vigne
suggerent la faisabilité de cette application. Avec

en perspective, en élargissant le domaine spectral

d’étude au visible et a I'ultraviolet, la détection

précoce de certaines maladies. 1. Dans « Enne-
monde et autres
caractéres ».

Les bases physiques

de la spectroscopie optique

L’interaction matiére rayonnement

La « lumiéere » est la partie visible du spectre élec-
tromagnétique qui s’étend des rayons gamma aux
ondes radio. Ces ondes se propagent a la vitesse
de la lumiere c avec des fréquences v ou des
longueurs d’onde A qui varient en fonction du
domaine spectral suivant la formule :

v=c/A (D

L'énergie E transportée par cette onde est directe-
ment proportionnelle a sa fréquence :

E=h.v )

ou h est la constante de Plank.

. , N
Les petites longueurs d onde correspondent a des  FF TS
domaines trés énergétiques (rayons gamma) et les
grandes longueurs d’onde & des énergies plus fai- RSEEEAUIERITES
bles. Lorsqu’ils rencontrent la matiére, ces rayon- [t des
nements interagissent avec elle en lui transférant

agro-procédés,

. . . BP 5095,
de I"énergie. Comme la molécule ou I'atome a  EFREETTISTEAT:

des états énergétiques quantifiés, ces échanges N5l
d’énergie sont discontinus : ils n’ont lieu que
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lorsque I'énergie apportée par le rayonnement
correspond exactement a I’énergie nécessaire a
la molécule ou I'atome pour changer de niveau
énergétique. Cet échange d’énergie se traduit
par une absorption, c’est-a-dire la diminution
de l'intensité du rayonnement qui a traversé ou
qui a été réfléchi par la matiere. Cette intensité
absorbée est reliée a la concentration en composé
absorbant dans la matiére.

Selon I’énergie apportée, des phénomenes dif-
férents sont mis en jeu dans la matiere. Pour le
domaine spectral qui s’étend de |"ultraviolet (UV)
a infrarouge moyen (IR), on observe 2 grands
types d’interaction. Si I"énergie amenée par le
rayonnement est élevée, comme c’est le cas dans
le domaine UV de 200 a 380 nm ou visible de 380
a 780 nm, elle va permettre aux électrons enga-
gés dans des liaisons moléculaires de changer de
niveau énergétique, d’autant plus facilement il
s’agit d’électrons délocalisés sur plusieurs atomes.
Ainsi, la spectroscopie d’absorption UV-visible
permet de quantifier des composés organiques
contenant des cycles benzéniques, des liaisons
doubles conjuguées comme dans les chromopho-
res, ou certaines molécules inorganiques telles
que les complexes métalliques. La spectroscopie
proche infrarouge (SPIR) dont le domaine s'étend
de 0,8 a 2,5 pm, et moyen-infrarouge (MIR) de
2,5 a 25 pum, correspondent a des changements
de niveaux énergétiques touchant aux liaisons
moléculaires. Les liaisons organiques présentant
une forte polarisation et un grand déséquilibre
massique sont les plus susceptibles d’étre mises
en vibration. Ceci permet d’estimer des teneurs en
molécules contenant des liaisons C-H, N-H, O-H,
c’est-a-dire la plupart des molécules biologiques.
Dans la suite de cet article, nous nous centrerons
sur les potentialités de la SPIR.

Linteraction entre la matiere et le rayonnement
électromagnétique optique ne se résume pas a
des échanges d’énergie. Elle est également régie
par les lois de I'optique géométrique qui modé-
lisent la propagation du rayonnement au sein
de la matiere. C’est le cas des phénomenes de
réflexion, réfraction, diffraction et diffusion opti-
que, qui interviennent lors de toute propagation
optique dans un milieu autre que le vide. Dans
certains cas, on peut chercher explicitement a
mesurer ces phénomeénes pour avoir des informa-
tions sur le milieu traversé : mesure de I'indice
réfractométrique pour connaitre une teneur en
sucres, mesure de la diffusion pour connaitre la
turbidité d’un milieu, etc. Dans la plupart des cas,
ces phénomeénes perturbent le signal en y ajou-

tant une composante inconnue et variable : par
exemple, en télédétection satellitaire, la diffusion
par les aérosols, les particules et les molécules
atmosphériques atténue le signal détecté par les
capteurs ; en analyse de routine en laboratoire,
les spectres sont fortement affectés par la granulo-
métrie de I’échantillon, I’absorption s’accroissant
lorsque la granulométrie augmente. Ces phéno-
menes doivent étre pris en considération lors du
développement d’applications de la SPIR.

Les potentialités de la SPIR

Les bandes d’absorption fondamentales des
radiations infrarouges ont lieu dans le domaine
du moyen infrarouge, faiblement énergétique,
I’absorption correspondant a la mise en vibra-
tion de liaisons moléculaires. A chaque bande
d’absorption fondamentale correspond une série
d’harmoniques qui apparaissent a des fréquences
multiples (double, triple, quadruple) de la fré-
quence fondamentale. Par exemple, pour une fon-
damentale dans le moyen infrarouge a 2 900 cm’’
de nombre d’onde (longueur d’onde : 3 448 nm)
apparaissent dans le proche infrarouge une pre-
miere harmonique a 5 800 cm™ (1 724 nm) etune
deuxiéme harmonique a 8 700 cm™ (1 150 nm),
comme indiqué en figure 1. De plus, les vibra-
tions de plusieurs liaisons peuvent interagir
dans une méme molécule et donner lieu a des
bandes de combinaison qui apparaissent a des
fréquences combinaisons linéaires des fondamen-
tales (figure 1). Le spectre proche infrarouge est
constitué de ces bandes de combinaisons (dans
les longueurs d’onde élevées) et d’harmoniques
(faibles longueurs d’onde).

Ces bandes de combinaisons et d’harmoniques
présentent des pics de plus faible intensité, ce
qui montre que le « pouvoir d’absorption », aussi
appelé « coefficient d’extinction », est plus faible
que dans les bandes d’absorption fondamentales.
Ce rayonnement est plus pénétrant que dans le
moyen infrarouge : plusieurs centimetres de
pénétration dans des produits secs en SPIR au
lieu de quelques microns en MIR. Les bandes
d’absorption de combinaisons et d’harmoniques
sont plus larges que les bandes fondamentales.
En conséquence, le proche infrarouge est bien
adapté au dosage de composés majoritaires tels
que I'eau, la matiére grasse, les protéines, les glu-
cides, a condition toutefois de mettre en ceuvre
des techniques mathématiques assez puissantes
pour analyser convenablement le signal. Les
limites de détection en SPIR sont relativement
élevées par rapport au MIR.
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La SPIR jouit d’avantages technologiques non
négligeables : les composants optiques néces-
saires a l'acquisition du spectre sont bien déve-
loppés et disponibles a des codts raisonnables en
comparaison au MIR. lls bénéficient des avancées
faites dans le domaine de la vidéo (détecteurs
CCD), des télécommunications (émetteurs lasers,
fibres optiques...) et des composants militaires
mis sur le marché.

Cette technologie est relativement récente dans
ses applications aux produits biologiques. C’est
dans les années 60 que Karl Norris, de I'USDA?,
a suggéré d'utiliser la radiation proche infrarouge
pour obtenir une information sur la composition
de produits alimentaires. A cette époque, en
observant les spectres envahis par la bande
d’absorption de I'eau, il pensait que seule I'eau
pourrait étre quantifiée (forte absorptivité, con-
centration élevée dans les produits biologiques).
Cette contrainte a été levée par des traitements
mathématiques dits « multivariés » permis par
I"accroissement de la puissance de calcul des
ordinateurs. Aujourd’hui, en plus de la mesure
de teneur en eau qui est I'application la plus
répandue dans I'industrie agroalimentaire, on
sait mesurer la teneur des composants majeurs
d’un produit biologique. La SPIR est couramment
utilisée en laboratoire pour le contréle de produits
finis (mesure de la teneur en eau de grains de
café, de céréales...), ou pour le contréle en ligne
de procédés de fabrication (teneur en humidité
de produits secs, teneur en sucres dans les fruits

au Japon...). Aux Etats-Unis, c’est la méthode
officielle de mesure de la teneur en protéines
des céréales.

Le coeur d’'un instrument SPIR est constitué d'une
source de rayonnements électromagnétiques dans
le domaine du proche infrarouge, d’un mono-
chromateur qui sépare les longueurs d’onde de
cette source, et d’un détecteur qui recoit Iénergie
infrarouge apres interaction avec la matiére ana-
lysée. Grace aux progres de I'opto-électronique,
I'instrumentation a été miniaturisée et rendue
plus robuste, permettant une utilisation dans des
systémes portables ou embarqués sur des équipe-
ments agricoles (mesure du taux de protéine sur
céréales). La diffusion de tels systemes est encore
confidentielle, mais tous les grands constructeurs
de moissonneuses batteuses et leurs équipemen-
tiers ont des programmes de recherche en cours
et des systemes en vente. Il faut les optimiser
pour accroitre la robustesse et la justesse de la
mesure tout en diminuant le co(t d’achat et de
maintenance.

Pour réussir I'adaptation de la technologie SPIR
au « terrain » (agriculture ou environnement), le
Cemagref développe des recherches sur I'interac-
tion entre le rayonnement électromagnétique et la
matiére biologique d’une part, et sur les métho-
des mathématiques nécessaires a la robustesse
des étalonnages et a la fiabilité du signal d’autre
part. Les deux exemples suivants illustrent cette
démarche.

< Figure 1 - Caracté-

ristiques des bandes
d’absorption dans
les spectres moyen

et proche infrarouge :

cas des harmoniques

(F: fondamentale, H1 :

premiére harmoni-
que, H2 : deuxiéme
harmonique) et des
fondamentales (F1 et
F2 : fondamentales
1et2,C1:combinai-
son).

2. United States
Department of
Agriculture.
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P> Figure 2 - GLOVE,
gant instrumenté de
mesure de la maturité
de fruits qui comprend
un spectrométre visi-
ble-proche infrarouge
(sucres), un systéme
acoustique (fermeté)
et un potentiométre
(calibre).
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La mesure au champ de la maturité
des fruits

L’enjeu de la mesure de maturité

Dans le secteur des fruits et [égumes, la matu-
rité est le principal critere de décision pour
déclencher la cueillette. Ce critere physiologi-
que complexe s’exprime généralement par une
teneur en sucres élevée, une acidité réduite et
une régression des pigments chlorophylliens.
Pour Iatteindre, il est intéressant de mesurer la
teneur en sucres et le niveau d’acidité. Ces deux
parametres sont aussi les déterminants du goGt du
fruit, qui est un des principaux criteres d’achat
du consommateur.

Depuis une quinzaine d’années, les chercheurs
ont montré que le taux de sucres dans les fruits
pouvait étre mesuré en laboratoire de maniere
non destructive a travers la peau (Kawano et al.,
1989 ; Lavosz et Salgo, 1992 ; Bellon, 1992).
Depuis, quelques sociétés japonaises ont
développé des appareillages pour contréler la
teneur en sucres des fruits en ligne (Sumitomo
Metal Mining, 1999, avec un systéme a laser)
ou manuellement en supermarché (Anonyme,
1999). En France, le Cemagref tente de diviser le
cot par dix par rapport aux systemes japonais
pour le controle en ligne (Roger et al., 1998),
et de mesurer simultanément sucres et acidité.
Notre objectif est de fournir des systemes de tri en
ligne, fonctionnant a une vitesse de 10 fruits par
seconde, pour la création de lots homogenes en
qualité, mais aussi de développer des systemes
portables, pour le suivi au champ. Notre démar-
che a été basée sur I'analyse des contraintes du
systeme, menant a des choix de technologie de

capteurs a état solide (sans piece en mouvement).
Ces capteurs étant plus « rustiques » que les spec-
trometres classiques, une recherche particuliere
en mathématiques a été nécessaire pour obtenir
un traitement correct de I'information. Nous
allons présenter le systeme portable, qui fait
partie d’'un ensemble de capteurs installé sur un
gant, appelé gant instrumenté ou GLOVE.

GLOVE : un systéme miniature, portable
et ergonomique pour mesurer la maturité
des fruits au champ

Les premiers résultats ont été obtenus au cours
du projet européen GLOVE’ (1998-2002), coor-
donné par le Cemagref et regroupant 5 partenai-
res. L'objectif de GLOVE était de mettre au point
un gant équipé de capteurs pour mesurer de
maniéere exhaustive les parametres de qualité du
fruit : teneur en sucres, teneur en chlorophylle,
fermeté et taille. Le gant inclut un spectrométre
proche infrarouge (pour mesurer les 2 premiers
parameétres), un complexe acoustique marteau-
microphone (fermeté) et un potentiometre qui
permet de mesurer la taille (figure 2). Le Cema-
gref a travaillé sur la mesure SPIR de la teneur en
sucres. Le spectrometre utilisé est un Zeiss MMST
(350-1 050 nm) équipé d’une fibre optique récep-
trice de 20 cm. Le systeme d’éclairage a été
optimisé pour consommer peu d’énergie tout en
procurant une information de qualité : la lumiere
est fournie par des mini-lampes halogenes pul-
sées (4 W) fixées en couronne autour de la fibre
réceptrice et mises directement au contact du fruit
lors de la mesure. Ainsi toute la lumiere collectée
par la fibre a transité par le fruit.

Microphone

Fibre optique

Eclairage N
du spectrometre

Marteau

Potentiometre
(calibre)
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Pour prédire la teneur en sucres d’un fruit a
partir de son spectre, il est nécessaire de réali-
ser un étalonnage. A chaque point du fruit ot
le spectre est mesuré, la chair est prélevée sous
la peau et sa teneur en sucres est analysée par
réfractométrie (valeur de référence). Un modeéle
linéaire reliant la valeur de référence a des para-
meétres extraits du spectre (comme |’absorbance
a certaines longueurs d’onde) est alors élaboré,
en général en utilisant des méthodes statistiques
de traitement multivarié, telles que la régression
aux moindres carrés partiels, trées largement
employée en SPIR. Lors du projet GLOVE, cette
méthode d’étalonnage a été appliquée sur des
pommes et sur des nectarines. La prédiction de
la teneur en sucres est excellente (Bellon-Maurel
etal., 2002) : I’écart standard de validation croi-
sée (SECV)’, qui est une estimation optimiste de
I'erreur de mesure (par convention, incertitude
de mesure = 2 x SECV) est de 0,4 Brix’, c’est-a-
dire que lincertitude de mesure est de plus ou
moins 0,8 Brix. L'erreur standard de prédiction ou
SEP permet d’évaluer I'erreur attendue lors de la
prédiction de la teneur en sucres sur un nouvel
échantillon. Sur des grappes de raisins (6 variétés
différentes, 540 échantillons), cette erreur est de
0,6 Brix (figure 3).

Du laboratoire au terrain, ’influence

des facteurs perturbateurs

L'étape de la miniaturisation et de la portabilité
ayant été franchie avec succes, nous nous sommes
intéressés au probleme de I'influence de facteurs
perturbateurs qu’il est fréquent de rencontrer lors
de mesures en conditions extérieures : lumiere
parasite, élévation de température du spectrome-
tre et changements de température du fruit.

Dans un premier temps, un plan d’expérience
a été mené afin de déterminer lesquels de ces
facteurs étaient les plus influents (Hernandez
Sanchez et al., 2003). La lumiére parasite n’a pas
d’influence grace a la mise en ceuvre de lampes
pulsées. Le facteur qui a le plus d’influence est
sans conteste I’élévation de la température du
spectrometre : une élévation de 10 °C se traduit
par un décalage de 1,2 Brix dans la prédiction
du taux de sucres (figure 4). Ce phénomene est
assez linéaire. Il s’explique par des déformations
de l'optique se traduisant par des décalages de
spectres, et par des instabilités du détecteur.
Cependant, étant suffisamment linéaire et ciblé sur
le spectrometre, il peut étre facilement corrigé par
une mesure en continu de la température assortie

35

20

Teneur en sucres prédite (Brix)

|
o) 5 10 15 20 25

Teneur en sucres vraie (Brix)

30 35

A Figure 3 - Taux de sucres prédit par spectroscopie
proche infrarouge en fonction du taux de sucres vrai :
application au raisin (abscisse : teneur en sucres vraie
et ordonnées : teneur en sucres prédite).

d’une correction. Plus génant est le décalage de
la prédiction du taux de sucres en fonction de la
température du fruit. En effet, il est impossible de
mesurer a la volée la température d’un fruit, car les
capteurs rapides ne travaillent que sur la surface, et
la température en surface peut varier grandement
d’une face a 'autre en fonction du soleil.

Si la variation de température d’un fruit se tra-
duit par un décalage de la prédiction du taux
de sucres, c’est qu’elle influe directement sur le
spectre du fruit. D’un point de vue physique, cela
s’explique aisément : I'augmentation de tempéra-
ture change les fréquences des vibrations molécu-
laires et déplace les bandes d’absorption.

Ce décalage dii a la température du fruit peut étre
relativement important. Nous I’avons démontré
en enregistrant le spectre infrarouge des fruits
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Température du spectrometre (°C)

4. SECV : standard
error in cross valida-
tion.

5. Le Brix est l'unité
de teneur en sucres
dans les fruits, équiva-
lenta 1 % en poids.

< Figure 4 — Variation
de la teneur en sucres
de pommes prédite
par spectrométrie
proche infrarouge en
fonction de la varia-
tion de la température
du spectrométre ZEISS
MMS1.
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P> Figures 5a et

5b - Variation de la
teneur en sucres de
pommes prédite par
technologie SPIR en
fonction de la variation
de la température des
fruits.

a) Valeurs prédites
pour un méme lot de
fruits porté a 8 tempé-
ratures différentes.

b) Evolution du biais
en fonction de la
température du lot de
test.

40

d’'un méme lot portés successivement a 8 tem-
pératures différentes : la prédiction de chaque lot
de fruits est décalée de maniere réguliere en fonc-
tion de sa température (figure 5a). La teneur en
sucres moyenne prédite augmente linéairement
de 0,7 Brix lorsque la température augmente de
10 °C (figure 5b). L'hystérésis présente sur cette
courbe provient de la méthode pour faire varier la
température du lot (en le plongeant dans un bain
thermostaté) et de I'inertie thermique des fruits.
En pratique, la température des fruits ne peut étre
ni régulée, ni facilement mesurée.

La naissance d’une problématique
scientifique : la suppression de 'effet
température par filtrage des spectres
Nous avons émis I’hypothése que certaines bandes
spectrales étaient plus sensibles que d’autres a la
variation de température du fruit, et que pour
rendre |’étalonnage robuste a la variation de
température de I’échantillon, il fallait éliminer
ces bandes spectrales du processus d’étalonnage,
c’est-a-dire, en termes mathématiques, travailler
orthogonalement a ce sous-espace. C’est ce qui
a donné naissance a une méthode appelée EPO
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pour « external parameter orthogonalisation »
(Roger et al., 2003 ; Chauchard et al., 2003).

Dans un premier temps, nous recherchons le
sous-espace de la « variation de température ».
Pour cela, on cherche les composantes princi-
pales de I'ensemble des spectres obtenus sur
le jeu de données précédent, obtenu en faisant
varier les températures (figure 6) : ces compo-
santes sont caractéristiques du sous-espace de
la « variation de température ». On travaille
ensuite systématiquement perpendiculairement
a ce sous-espace, en projetant tous les spectres
dans I'espace orthogonal : cet espace orthogonal
ne doit plus contenir de variations dues a la tem-
pérature. D’excellents résultats ont été obtenus
grace a cette méthodologie développée par le
Cemagref. En reprenant I'exemple précédent,
les fruits du lot portés a différentes températures
donnent des valeurs prédites proches les unes
des autres et sans plus aucune « stratification »
due a la température (figure 6a, a comparer a
la figure 5a) : on réduit les décalages (le biais) a
des valeurs négligeables qui ne sont plus reliées
a la température (figure 6b, a comparer a la
figure 5b).

Cette avancée scientifique, au-dela de son intérét
pour la « température », peut trouver de nom-
breuses applications. Elle est totalement trans-
posable a d’autres grandeurs d’influence. Elle
pourrait faciliter le transfert d’étalonnage entre
appareils. Elle illustre une voie de recherche
engagée depuis 3 ans et qui consiste a étudier
— dans le but de I'améliorer — la robustesse des
étalonnages SPIR, approche indispensable a la
mise au point d’outils de terrain.

Conclusion concernant la mesure
au champ de la maturité des fruits

Cette démarche de recherche, engagée depuis
une quinzaine d’années, décrit comment un pro-
bléeme de terrain peut générer des questions de
recherche. Dans I’objectif d’améliorer sans cesse
la performance des mesures non destructives de
la maturité, d’autres pistes de développement des
connaissances sont engagées : elles concernent
une meilleure connaissance de I’interaction
physique entre rayonnement électromagné-
tique et matiere biologique, ou I’exploration
de gammes spectrales complémentaires pour
atteindre de nouvelles données telles que I'aci-
dité (des résultats trés positifs ont été obtenus sur
raisin) ou |’état sanitaire du fruit. Le suivi de ces
parametres tout au long du développement de
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A Figures 6a et 6b — Variation de la teneur en sucre de
pommes prédite par spectrométrie proche infrarouge
en fonction de la variation de la température des fruits
aprés une correction par 'EPO.

a) Valeurs prédites pour un méme lot de fruits portés a
8 températures différentes.

b) Evolution du biais en fonction de la température du
lot de test avec un modéle corrigé avec 'EPO (attention
l’échelle n’est pas la méme qu’en figure 5b).

la plante permettrait une conduite des cultures
encore mieux raisonnée. C’est le cas de I'ap-
proche « suivi du stress hydrique », récemment
lancée par I’équipe et dont les premiers résultats
s'allient a la bibliographie pour laisser présager
de belles perspectives.

Application a la mesure du stress
hydrique en viticulture
Le vignoble est conduit en situation de quasi-

carence pour en maitriser la croissance (nutrition
azotée en particulier). Ceci nécessite des indica-

teurs plus discriminants que ceux permettant de
conduire la culture au maximum de son potentiel
photosynthétique. Un autre point tres spécifique a
la viticulture est le diagnostic hydrique de la cul-
ture. En effet, les exigences qualitatives nécessi-
tent de cultiver la vigne en situation de contrainte
hydrique modérée (Ojeda et al., 2001). Si une
contrainte hydrique modérée de la vigne apres la
véraison est favorable a la maturation du raisin,
un niveau de stress hydrique élevé peut nuire au
potentiel phénolique de la vendange et induire un
blocage de la maturation. Les conditions de stress
hydrique subies par la vigne, notamment avant
la véraison, peuvent induire une biosynthése des
tanins plus faible. L'état hydrique de la plante
est donc un parametre d'importance économique
majeure pour la conduite de la vigne.

Objectif de ’étude

'état hydrique de la plante est fourni par la
mesure du potentiel hydrique foliaire grace a
la technique de la chambre a pression (dite de
Scholander). Plus le stress hydrique est prononcé,
plus la pression nécessaire pour faire sortir I'eau
d’une feuille est forte. La méthode de référence
aujourd’hui est la mesure du potentiel hydrique
foliaire de base qui se fait avant le lever du
soleil. Il serait utile de remplacer cette méthode
destructive et fastidieuse par une méthode non
destructive. Notre objectif est d’évaluer I'intérét
de la SPIR, sous forme d’un capteur portable, pour
la détection du stress hydrique. Le but est de four-
nir au viticulteur — ou aux structures de conseil
—un outil d’usage plus simple qu’une chambre a
pression lui permettant de multiplier ses mesures.
En accroissant ses connaissances sur |'état phy-
siologique des cultures, le viticulteur est mieux a
méme d’adapter les techniques culturales.

Utiliser les méthodes optiques pour détecter le
stress hydrique n’est pas nouveau : de nombreux
chercheurs ont travaillé sur le sujet en particulier
en exploitant des images satellitaires : elles uti-
lisent I'indice NDVI ou élaborent de nouveaux
indices a partir des réflectances en infrarouge
proche, moyen et thermique (Ceccato et al.,
2001 ; Gillon et al., 2002). Ces mesures optiques
peuvent aussi étre combinées a des modeles pour
rendre I’évaluation plus robuste (Nemadi et al.,
2001 ; Lahoche et al., 1999). La mesure du stress
hydrique par capteurs portables est également
citée (Shakir Hanna et al., 1999). Mais en ce qui
concerne la vigne, les capteurs optiques n’ont
été que peu sollicités (Hall et al., 2002), les
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capteurs classiquement employés étant capaci- Pour cela, 9 feuilles de Chardonnay
tifs. Pourtant, I'intérét des capteurs optiques est (3 feuilles x 3 ceps) issues de I’Ecotron de Mont-
6. En transflectance, ~ qu’ils permettent de mesurer d’autres parametres  pellier sont analysées en « transflectance »° entre

le rayonnement que le stress hydrique, tels que I'état de nutrition 400 et 2 500 nm sur un NIRSystem 6500.

traverse le produit, (Laurent, 1998) ou les maladies (Johnson et al., ] ) o )
est réfléchi par un 1996). Puis les feuilles sont séchées dans une étuve

miroir puis retraverse pendant 48 h a 55 °C, broyées finement, puis

le produit avant d’étre A I'instar des recherches faites sur la mesure du  analysées a nouveau par le NIRSystem 6500.
détects. taux de sucres dans les fruits, notre objectif in
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fine est de mettre au point un capteur PIR de tres
bas-colt pour la détection du stress hydrique.
La composition biochimique de la baie (sucres,
acides malique et tartrique, composés phénoli-
ques tels que tanins, proanthocyanidols, flavo-
nols, anthocyanes...) est en relation étroite avec
I"état hydrique de la plante, le microclimat des
feuilles et des grappes (architecture, croissance,
travaux en vert...) et le cépage. Qu’en est-il de la
feuille 2 Il semble raisonnable de tenter de cor-
réler certains points caractéristiques du spectre
de réflectance avec des teneurs en métabolites
pris comme marqueurs de contrainte hydrique
(Ourcival et al., 1999 ; Méthy et al., 1999 ;
Méthy, 2000). Mais il serait plus simple de
mettre en correspondance la signature spectrale
d’une feuille avec une appréciation globale de
contrainte hydrique, comme par exemple un
potentiel hydrique. L'approche préliminaire de

Ces spectres sont comparés qualitativement avec
des spectres d’absorbance de référence de corps
purs, tels que eau, fructose, glucose, saccharose,
amidon et cellulose.

Les 9 spectres de Chardonnay sont présentés en
figure 7. Le spectre proche infrarouge des feuilles
fraiches rappelle fortement le spectre bien connu
de Ieau.

Les spectres des poudres des feuilles séchées
ne révelent plus le spectre de I'eau, mais s’ap-
parentent plutdt a un mélange de formes issues
des spectres des sucres solubles, de I’'amidon et
de la cellulose. Ceci rejoint les conclusions de
Fourty et al. (1996) sur des études spectrométri-
ques similaires menées sur des feuilles issues de
43 especes différentes.

Ces spectres sont ensuite comparés avec des

spectres, obtenus dans les mémes conditions, de
feuilles de cépage Airen — dont le comportement
. . au stress hydrique est trés différent. Aucune diffé-
Des spectres PIR de feuilles de vigne, > yenat -

rence visuelle n’apparait sur les spectres. Comme

tres encon}bres'f‘ ) = on le constate fréquemment en SPIR, I'analyse
Avant toute étude, il faut, comme le dit le CeJebre visuelle est insuffisante pour tirer des conclusions.
feuilles fraiches de spectroscopiste Tony Davies, « voir les données »,  Jne analyse plus poussée utilisant des méthodes

Chardonnay, entre 400 UNe trés bonne analyse statistique ne remplacant  mjjtifactorielles est donc nécessaire.
et2500 nm,avecun  Pas la vérification visuelle des spectres.

NIR System 6500.

cette étude de faisabilité est présentée ici.

V Figure 7 - Absor-
bance en trans-
flectance (double
transmission) de

... qui se clarifient par analyse factorielle
Un nouveau jeu de données a été considéré pour
14 se recentrer sur une seule variété et inclure une
variabilité de contrainte hydrique. Un ensemble
de 29 feuilles de Syrah a été cueilli le 24/7/03 a
12 h 30 a I'Ecotron de I’Agro de Montpellier, sur
3 pieds dont les potentiels de base étaient respec-
tivement de — 3,0 bars (10 feuilles classe A), — 4,2
bars (9 feuilles classe B), et— 7,3 bars (10 feuilles
classe C). Une analyse factorielle discriminante
04 0 . (AFD) pas a pas a été paramétrée pour prédire
N~ I’appartenance de chaque feuille a chaque classe.
v o Les entrées de cette AFD sont les spectres PIR, et
les sorties sont les 3 classes A, B, et C.
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croisée est de 7 %. La séparation entre les classes
apparait nettement sur le premier plan factoriel

02

Longueur d'onde (nm)

42



Spectroscopie optique pour caractériser 'état physiologique de plantes : quelques exemples ®

Véronique Bellon-Maurel et al.

x103
10 T X T
8 | -
6 + 7
4t ' o
5 + + X X o
L . N
0 + + * + x X
+ + X
o ]
4L ¢ ]
6 o “ X -
8 | | | | |
s 6 4 2 0 2 4 b
x103

A Figure 8 — Premier plan factoriel de 'AFD sur les
29 spectres 400 — 2 500 nm, un spectre par feuille de
vigne, selon les 3 classes de stress hydrique (+, o, X),
montrant la séparation entre les classes.

de I’AFD (figure 8). Les résultats sont trés com-
parables que I'on soit en transflectance ou en
réflectance.

Conclusion a propos de la caractérisation
de ’état hydrique en viticulture

Ces premiers résultats confirment la bibliographie
quant a la sensibilité de la SPIR pour caractériser
I"état hydrique de la plante.

La voie est ouverte pour la mise au point d'un
capteur a base de SPIR, mais avec d’innombra-
bles questions : comment réduire le spectre a
quelques longueurs d’onde caractéristiques de
la grandeur tout en étant robustes aux variations
« environnementales » ainsi qu’aux variations de

cépages ou de stades physiologiques ? Quelle est
la représentativité au niveau d'un pied de vigne
d’une mesure spectroscopique faite en un point
d’une feuille ? Quelle est la meilleure échelle en
terme de sensibilité, de robustesse et de colt de
la mesure ? Nul doute que I"expérience acquise
dans la mise au point de capteurs peu colteux
pour le sucre, appuyée sur des collaborations
avec des spécialistes de télédétection du Cema-
gref et de I'INRA sera indispensable a ce nouveau
challenge.

Synthése et perspectives

Ces deux exemples ont montré comment la
spectroscopie proche infrarouge pouvait étre
mise en ceuvre dans des approches de terrain et
quelles questions scientifiques et technologiques
cela générait. Du fait de la disponibilité crois-
sante de matériels de plus en plus performants,
la technologie SPIR évolue sans cesse et ouvre
de nouvelles voies de recherche. Au Cemagref,
celles-ci concernent I'exploration des potentiali-
tés de la vision hyperspectrale en visible/proche
infrarouge, et I'amélioration de la robustesse des
modeles de prédiction basées sur la SPIR. Nos
recherches les plus récentes prennent en compte
la continuité spatiale ou temporelle des mesures
pour les rendre plus robustes (Zeaiter et al., 2003)
ou utilisent la fusion de données provenant de
plusieurs capteurs spectroscopiques complémen-
taires (Roussel et al., 2003). Les applications se
tournent résolument vers I’amont des filieres,
a savoir la production agricole — qui est a la
base de I"élaboration de la qualité de produits
alimentaires tels que les fruits et le vin — et vers
I’environnement avec |'objectif de prévenir les
pollutions. a
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Résumé

Un systéme miniature de spectroscopie proche infrarouge (SPIR) a été développé par le Cemagref
pour mesurer la maturité des fruits au champ, sous la forme d’un gant. Il a été mis en évidence que
certaines bandes spectrales étaient plus sensibles que d’autres a la variabilité de température du
fruit et que, pour rendre ’étalonnage robuste, il fallait développer des méthodes mathématiques de
filtrage permettant de travailler orthogonalement au sous-espace de ces bandes spectrales. Au-dela
de cet exemple, le Cemagref évalue la capacité de la technologie SPIR a estimer certains paramétres
physiologiques des plantes, en particulier 'état hydrique. Les premiers résultats obtenus sur vigne
confortent la bibliographie et suggérent la faisabilité de cette application.
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Abstract

A miniature system of near infrared spectroscopy (NIRS) was developed by Cemagref for measuring
the maturity of fruits in the field, shaped as a glove. It could be shown that some spectral bands were
more sensitive than others to the variation of temperature of the fruit. For making the calibration more
robust, it proved to be helpful, said in mathematical terms, to process spectral data in an orthogonal
way to the sub-space of the sensitive spectral bands. Beyond this example, Cemagref evaluates the
potential of SPIR technology to assess some plant physiological parameters, especially their hydric
status. First results obtained with grapevine confirm bibliographic data and suggest that this appli-
cation is feasible
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