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Introduction

L'aménagement durable des foréts et
lavancement des connaissances comptent
parmi les priorités du ministere des Ressources
naturelles et de la Faune du Québec. Parmi les
différents volets de recherche, la filiere de
reboisement (amélioration génétique, production
de semences, bouturage, embryogenese
somatique, production de plants, sylviculture) est
un maillon incontournable de la stratégie de
lintensification de la sylviculture en vue de
rehausser la productivité des foréts. Grace a
lavancement des travaux de recherche
spécifiques a cette filiere, les généticiens ont
sélectionné, selon des méthodes standards
d’amélioration génétique, du matériel élite dont
la productivité est supérieure a celle de la forét
naturelle. Cela a permis [I'établissement des
vergers a graines de premiére et de deuxieme
génération des principales essences
commerciales pour lesquelles les semences sont
actuellement utilisées dans la production de
plants des 24 pépiniéres forestiéres du Québec.
De plus, une partie des plants (2 %) sont
produits par bouturage de masse a partir de
pieds-méres issus de semences récoltées sur
les meilleurs croisements dirigés.

Le bouturage de masse est une technique trés
avantageuse, car elle permet de garantir une
productivité forestiére supérieure par
comparaison a celle des plantations (semences
issues des vergers de 1" et de 2° génération) et
de la forét naturelle. Cependant, en plus du
probléme du vieilissement des pieds-meres
c.a.d. ils ne peuvent étre utilisés que pendant
une période relativement trés courte (3 ans
maximum), le nombre de boutures produites par
pied-meéere est tres limité. Pour pallier a cet
inconvénient, I'embryogenése somatique (ES)
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s'avere la technique in vitro la plus performante.
Cette technique pourra étre intégrée de facon
complémentaire aux opérations de bouturage a
une échelle opérationnelle. En effet, elle permet
d’obtenir un nombre illimité de copies d’'un méme
individu tout en garantissant la conservation du
matériel grace a la cryoconservation des tissus
embryogenes dans l'azote liquide. Cette conser-
vation permettra, dans le cas du bouturage, de
maintenir une juvénilité des pieds-méres clonaux
les plus performants tout en garantissant le
maintien de la diversité génétique. De plus, cette
technologie permet de raccourcir les cycles de
sélection spécifiques a I'amélioration génétique
et de conserver les ressources génétiques.

Les principaux objectifs de cet article consistent
a : i) faire un rappel trés succinct des principales
étapes de I'ES; ii) décrire les principales phases
historiques de développement et d’adaptation
des technigues de [I'ES spécifiques aux
principales essences commerciales du Québec;
iii) faire une bréve description des projets a
réaliser ou en cours de réalisation sur les
possibilités d'intégration de [I'ES dans le
programme  d’amélioration  génétique, en
pépiniere forestiere, en bouturage et dans la
gestion des vergers a graines.

1. Principales étapes de I'ES

L'ES permet d’'obtenir, a partir d’'une seule graine
(=clone), une multitude d’embryons somatiques
lesquels deviendront des plants somatiques dont
le génotype est identique a la graine de départ.
Le terme somatique signifie que les embryons
sont créés de facon asexuée. L'ES est une
méthode de multiplication végétative in vitro
dans des conditions contrblées et dont aucune
manipulation génétique n’est faite. Il y a six



principales étapes nécessaires pour obtenir des
milliers de plants a partir d'une seule semence,
soit : 1) l'induction consiste a produire du tissu
embryogéne a partir de I'embryon zygotique
extrait de la graine. Ce tissu embryogéene passe
par les mémes stades de développement que
I'embryon zygotique; 2) le stade de maintenance
permet une multiplication du tissu embryogéne
qui restera a un stade trés peu différencié. A ce
stade, le tissu embryogéne est mis en
cryoconservation (conservation a long terme
dans Tl'azote liquide); 3) wun stade de
développement plus avancé permet la formation
d’embryons cotylédonaires qui sont obtenus lors
de la maturation du tissu embryogene; 4) une
étape de germination des embryons somatiques
matures en plantules est ensuite réalisée. Cette
étape est comparable a la germination de la
graine (croissance du systéeme racinaire et
caulinaire fonctionnel); 5) les plantules obtenues
ont besoin dune étape d'acclimatation
indispensable a leur survie et a leur croissance;
et 6) les plantules sont transférées en sol pour
une croissance en serre. Un exemple des étapes
de production de plants d’épinette blanche par
ES est illustré a la Figure 1.

2. Principales phases historiques de
développement et d’adaptation des tech-
niqgues de I'ES spécifiques aux principales
essences commerciales du Québec

Dés l'apparition de la premiére publication en
1985 @ concernant I'ES des coniféres, le MRNF
s’est intéressé a intégrer cette technologie de
fagon progressive dans la filiere de reboisement
du Québec. Ainsi, on peut distinguer trois
principales phases de  développement,
d’adaptation et d'intégration des techniques de
'ES au MRNF du Québec.

2.1 Phase 1 (1990 a 2000) : Développement et
ajustement des technigues d'ES de nos
principales essences forestieres a I'échelle
du laboratoire

Pendant cette phase la DRF et la DPSP ont
subventionné plusieurs projets de recherche de
Mme Francine Tremblay et de son équipe du
laboratoire de culture in vitro des coniferes de
I'Université Laval. En paralléle, un autre projet a
été subventionné par des pépinieres privées
grace a [lappui financier du programme

gouvernemental du ministére de I'Industrie et du
Commerce, Science et Technologie du Québec
(programme Synergie). D’autres projets ont
porté sur 'ES de I'épinette de Norvége dont
I'appui financier était assuré par le MRNF via le
Fonds québécois de la recherche sur la nature et
les technologies.

Les projets subventionnés ont porté sur
'optimisation des différentes étapes de I'ES,
ainsi que sur la mise en place des premiers tests
clonaux de démonstration (épinette noire,
épinette blanche et mélézes hybrides). A
I'échelle du laboratoire, plusieurs facteurs ont été
étudiés tant dans la composition du milieu de
culture que [I'environnement physique des
différentes étapes nécessaires a I'obtention de
plants issus d’ES pour les épinettes @ @ 19
D’autres travaux ont aussi été effectués sur la
déshydratation et la conservation a long terme
des embryons somatiques de I'épinette noire et
de I'épinette blanche ® @ ainsi que sur la
stabilité génétique des plants somatiques 329,

Grace a ces subventions, plus de 15 000 plants
issus d’ES ont été mis dans des tests clonaux de
démonstration pour I'épinette noire, I'épinette
blanche et les mélézes hybrides. La majorité de
ces tests clonaux a été installée en sites de
reboisement par les chercheurs de la DRF. Lors
de ces travaux subventionnés par le MRNF, il y
avait toujours une collaboration active
(réalisation des croisements dirigés, production
de semences, participation active lors des
différentes  phases de chaque projet,
encadrement des étudiants et des
professionnels de recherche, choix des sites et
préparation de terrain, plantation, etc.) d'un
chercheur de la DRF en génétique et/ou en
production de plants. D’autres tests clonaux ont
été établis en collaboration avec les chercheurs
du Service canadien des foréts (SCF, Canada).

2.2 Phase 2 (2001 a 2003) : Intégration de I'ES
a la pépiniére de Saint-Modeste

Afin d’intégrer 'ES a une échelle opérationnelle
a la pépiniere de Saint-Modeste, une entente a
été ratifite en 2001 entre la DPSP et le
laboratoire de culture in vitro des coniferes de
I'Université Laval en étroite collaboration avec la
DRF. Dans cette entente de transfert
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Figure 1 : Exemple des étapes de production de plants d’ épinette blanche par embryogenése
somatique



technologique (2001 a 2004), la priorité a été
accordée a lintégration des étapes de I'ES
spécifigues a I'épinette blanche a cause de
'avancement de son programme d’amélioration
génétique. Ces travaux ont été financés
entierement par la DPSP du MRNF. Cette
deuxieme phase a permis de transférer les
connaissances en ES  (protocoles et
spécifications des méthodes) a la pépiniére de
Saint-Modeste en utilisant comme matériel un
seul clone ayant déja montré sa performance
lors des principales étapes de I'ES. Un
laboratoire fonctionnel en ES a été mis sur pied
et a permis de produire 13 000 plants de ce
clone (G-308). Toutes les étapes nécessaires a
cette premiere production de plants ont été
réalisées par le personnel de Saint-Modeste,
ainsi que I'élaboration des régies de culture des
plants somatiques aussi bien en récipients qu'a
racines nues. Cette phase de transfert
technologique a aussi permis la mise au point
d'un systeme de germination des embryons
somatiques en circuit fermé dont I'optimisation
est en cours a la DPSP et a la DRF. De plus,
'approche d’'acclimatation des plants a été
adaptée a une échelle opérationnelle sans
recourir & l'utilisation du mist *® dont le taux de
survie dépassait 98 %. A notre connaissance, il
s’agit de la seule pépiniere (Saint-Modeste) au
monde qui n'utilise pas le mist (enceinte
permettant de contrbler I'humidité relative de
l'air), a une échelle opérationnelle, lors de
'acclimatation des plants résineux produits par
ES.

2.3 Phase 3 (2004 jusqu’'a aujourd’hui):
Réalisation de projets de mise a I'échelle
opérationnelle et intégration de I'ES

En 2004, suite a la réalisation de croisements
dirigés par la DPSP, le laboratoire d'ES de la
pépiniere de Saint-Modeste a produit 3 860
plants issus de 80 clones. Parmi ces clones,
nous avons retenu 52 clones qui seront plantés
en sites de reboisement en 2007 pour la
réalisation du premier test clonal avec deux
répétitions identiques en termes de nombre et de
copies de clones. Ces répétitions seront
réparties dans deux sites différents.

En décembre 2005, la DPSP, en collaboration
avec la DRF, a engagé une professionnelle
experte en ES pour poursuivre la réalisation de

projets de mise a I'échelle opérationnelle de la
production de plants par ES. Plus
spécifiguement, ses travaux portent actuellement
sur I'optimisation de certaines phases d’ES aussi
bien a [I'échelle du laboratoire que de la
pépiniére. De plus, une priorité est accordée a la
production de clones d'épinette blanche qui
seront utilisés dans le cadre de nouveaux tests
clonaux. Ces clones sont produits a la pépiniere
de Saint-Modeste. En 2005, une production de
plants a été réalisée avec I'obtention de plus de
9 000 plants issus de 163 nouveaux clones qui
sont présentement en croissance en vue de la
mise en place d’'un deuxiéme test clonal. A I'été
2006, une induction de tissus embryogenes a
permis d’obtenir 781 nouveaux clones. Parmi
ceux-ci, 300 clones sont actuellement en
maturation et seront mis en germination en
janvier 2007 par le personnel de Saint-Modeste
pour la réalisation d'un troisieme test clonal.
Deux techniciennes, nouvellement engagées par
cette pépiniére, travaillent exclusivement au
laboratoire d’'ES. Au laboratoire d'ES de la DRF,
'aide technique est assurée de maniére
occasionnelle et temporaire par trois technicien-
nes (photos page 11).

La production de plants pour ces trois tests
clonaux nous a permis d’unifier les forces vives
de la DPSP et de la DRF, d’harmoniser nos
actions et de synchroniser les étapes d'ES.
Ainsi, plus de 26 000 plants ont été produits a la
pépiniere de Saint-Modeste. De plus, tous les
clones produits pour la mise en place des tests
clonaux (phases 1 et 2) ont été congelés dans
I'azote liquide a -196°C (cryoconservation).

3. Projets a réaliser ou en cours de réalisa-
tion sur les possibilités d’intégration de I'ES

En ce qui concerne les étapes d’'ES, certains
points particuliers restent a optimiser et a
raffiner, notamment :

- I'évaluation des pourcentages de perte
reliés a chaque étape;

- la création d'une base de données mieux
adaptée aux échantilons mis en
cryoconservation;

- la réévaluation des protocoles a I'échelle
de la pépiniére forestiére;

- la réalisation de travaux a long terme
portant sur I'évaluation de la pertinence
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d'utilisation des graines immatures ou
matures

- Il'optimisation de la germination a grande
échelle et possibilités de fabrication de
bioréacteurs;

- I'élaboration d'essais a grande échelle
qui portent sur I'ensemencement direct
des embryons matures dans le sol;

- la mécanisation automatique de certaines
étapes d’'ES (transfert en sol, repiquage,
etc.);

- l'optimisation des conditions de la
déshydratation des embryons matures;

- la mise a jour des fichiers informatiques
en harmonie avec le systéme
informatique de gestion de semences et
de plants;

- la détermination de marqueurs
moléculaires spécifiques aux principales
étapes de I'ES des croisements dirigés
des essences commerciales du Québec
(outils de sélection précoce quant a
I'aptitude et a la réponse des semences a
I'induction ou aux autres étapes de I'ES).

Des travaux récents menés a la DRF ont montré
la présence d'une variabilité clonale trés
prononcée en matiere d’enracinement des pieds-
meéres clonaux de ['épinette de Norvege
(Lamhamedi, Tousignant & F. Tremblay).
D’autres essais techniques effectués par la
pépiniére de Saint-Modeste sur un nombre tres
limité de clones ont montré que les pieds-meres
clonaux d'épinette blanche produisent des
boutures qui s'enracinent en conditions
opérationnelles. Ceci démontre clairement les
possibilités de s’orienter vers un bouturage
clonal tout en préservant la diversité génétique.
La sélection des clones qui seront intégrés dans
la filiere de bouturage suppose une
connaissance approfondie de leur performance
reliee a la croissance, a la phénologie et a
I'enracinement.

Afin de s’assurer de la qualité des plants
somatiques, d’autres travaux complémentaires
sont en cours de réalisation et portent sur la
caractérisation morpho-physiologique et
I'architecture de la partie aérienne de tous les
clones " lors de leur production en pépiniére
forestiére.
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Un projet récent, qui a franchi avec succes
'année passée les étapes d'évaluation de
pertinence et d'évaluation scientifique, est en
cours a la DRF. Il s'intitule; « Intégration de
'embryogenése somatique dans I'optimisation
de la gestion des vergers a graines d'épinette
blanche pour augmenter le rendement ligneux ».
Ce projet est réalisé par Mme Fabienne Colas
en collaboration avec Mohammed Lamhamedi et
Jean Beaulieu (SCF, canada).

Conclusion

Les résultats actuels en matiére d'intégration de
'ES a la pépiniere de Saint-Modeste sont tres
encourageants. L’approche utilisée est unique
guant a I'examen approfondi des différentes
possibilités d'utilisation de cette technologie
dans la filiere de reboisement c’est-a-dire de la
semence a la plantation. Présentement,
limplantation de cette technologie a I'échelle
opérationnelle est en cours a la DPSP et a la
DRF.

Un atout essentiel de [IES est Ila
cryoconservation des tissus embryogénes. Cette
technique permet la conservation du matériel
dans un minimum d’espace et de les reproduire
en grande quantité au moment voulu. Elle est
essentielle a la conservation des ressources
génétiques. Une cryobanque de tous les clones
en tests clonaux de I'épinette blanche, I'épinette
noire et les mélézes hybrides a été établie a la
DRF et a la pépiniére de Saint-Modeste.

Les travaux en cours de réalisation sur la
caractérisation morpho-physiologique des clones
en pépiniere, le bouturage des pieds-méres
clonaux produits par ES et I'évaluation de la
gualité des semences et du pollen produits par
différents clones illustrent bien les potentialités
tangibles d'utilisation de I'ES.

En tenant compte des percées technologiques
réalisées en matiére de bouturage, I'ES et le
bouturage seront utilisés de fagon
complémentaire tout en conservant la diversité
génétique. Dans le cadre des programmes
d’amélioration génétique, de reboisement et de
I'installation des vergers a graines réalisés par le
MRNF du Québec, aucun plant transformé
génétiquement (introduction d’un ou de plusieurs
géenes) n'a été utilisé.
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