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n occupant plus de 30% de son territoire, la

forét est avec I'eau, une des derniéres gran-

des richesses naturelles de la région wallon-

ne. Depuis prés de deux siécles, I'admi-
nistration des Faux et Foréts épaulée par les stations
de recherches forestieres de I'Etat et maintenant de la
Région, ainsi que par les laboratoires de recherche
forestiéres de nos universités dont certains rassemblés
actuellement dans le Groupement Régional d’ Amélio-
ration Génétique des Essences Forestieres (GRAGEFR),
contribuent largement au maintien et a 'amélicration
de ce patrimoine. Les fonctions de la forét sont tres
diverses et s'averent de plus en plus importantes dans
notre société: fonction économique traditionnelle de
production de bois d’oeuvre et d’industrie, fonction
écologique dans la régulation du climat, la protection
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FiGURe 1 :
Structure générale de la molécule d’ADN.

S: Sucre désoxyribose T: Thymine
P: Phosphate C: Cytosine
A: Adénine G: Guanine.

des sols, des eaux, de la flore et de la faune, fonction
sociale pour la détente et le délassement de I’homme
qui peut s’y ressourcer au contact de la nature et y
retrouver son équilibre psychique.

Devant cet intérét grandissant pour la forét, les
gestionnaires doivent non seulement maintenir celle-
ci mais aussi continuer & améliorer la qualité de ses
produits pour répondre aux besoins nouveaux.

Des programmes d’amélioration forestiére aussi
bien pour les feuillus que pour les coniféres ont heu-
reusement été entrepris depuis de nombreuses décen-
nies. Ainsi, on peut citer en exemple les travaux
d’amélioration génétique des coniféres (épicéa, méléze,
douglas) qui ont déja permis un gain de productivité
de l'ordre de 20%, par le choix de variétés {prove-
nances) européennes, américaines ou méme japonaises
les plus performantes et les mieux adaptées a notre
environnement climatique et pédologique. La sélec-
tion individuelle entamée depuis le début des années
80 A partir de peuplements a graines des meilleures

* provenances a permis de sélectionner des «arbres

plus» et des «arbres élites» en vue d'établir des ver-
gers a graines, des parcs & clones et devrait donner
naissance bientét & des variétés multiclonales. Le gain
de productivité final espéré serait alors de l'ordre de
45 3 60% (A. NaNsON, D. JACQUES ET A. SERvaAls, 1992,
Silva Belgica 99 n® 2, 31-36). Pour que tout ce long
travail de sélection ne soit pas perdu, il est essentiel de
prendre des mesures de sauvegarde et de conser-
vation de ce patrimoine génétique ancien et nouveau.
L’établissement d'un comptoir de matériel forestier
de reproduction entrepris dés cette année 1994.a
Marche-en-Famenne répond & cette nécessité. A coté
de méthodes de récolte et de stockage des graines des
arbres sélectionnés, ce comptoir devra disposer de mé-
thodes de contrdle précoces, rapides et non-ambigués
du matériel génétique conservé afin d’en garantir aux
clients forestiers ou pépiniéristes, l'origine, la qualité
et la «conformité» aux normes de 'ONDAH et aux
futures normes européennes. '

Jusqu’a ce jour, le contréle des individus sélection-
nés les plus performants est réalisé sur la base de
critéres extérieurs {phénotypigues), le plus souvent mor-
phologiques et de productivité. Or, ces criteres exté-
rieurs constituant le phénotype, s'ils sont bien évidem-
ment dépendants de la constitution génétique de
I'organisme végétal, c’est-a-dire de son génotype, nen
sont pas moins tributaires des conditions d’environ-
nement dans lesquelles il se développe. Ainsi, les
conditions climatiques peuvent modifier le phénotype
d’un arbre et masquer les effets génétiques, rendant
trés difficile une évaluation objective de sa valeur
sylvicole. En ouire, cette évaluation exige toujours
beaucoup de temps, particulierement chez les arbres
dont la maturation morphologique et sexuelle deman-
de de nombreuses années. De nouvelles techniques
issues de la recherche en biologie moléculaire permet-
tent de pallier & ces inconvénients de I'examen
phénotypique et peuvent répondre aux besoins du
sélectionneur et aux exigences des organismes officiels
chargés de l'identification et du contrble du matériel
forestier.

La technologie la mieux adaptée a la diversité énor-
me qui caractérise le génome des arbres et particulie-
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rement des coniféres, est sans nul doute la méthode
dite «RAPD» (Random Amplified Polymorphic DNA).

La base moléculaire de cette technologie qui utilise
des marqueurs génétiques de type «moléculaires» est
Ia molécule d’ADN des chromosomes elle-méme, par
opposition aux marqueurs de type «morphologiques»
utilisés en génétique classique qui sont des traits, des
caractéres morphologiques ou au mieux physiolo-
giques, résultats de l'expression de génes portés par
FADN de ces chromosomes.

L’ADN, support physique de l'information généti-
que des étres vivants, animaux ou végétaux, est
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FIGURE 2: Principe de la méthode RAPD.

De I'ADN est exitrait d'un fragment (feuille, aiguille, graine...) des planies
& analyser (P1 et P2). Ces ADN a identifier sont amplifiés par l'action
d’une enzyme, FADN polymérase. Son action débute a partir d'une
amorce hybridée & certains segments dénaturés de la double chaing
d'ADN génomique qui vont servir de malrices & recopier en des millions
d'exemplaires (amplification} au cours de 35 & 40 cycles répétés suivant
{a technigue PCR.

Par exemple, le segment AB de 'ADN de Ja planie 2 qui est plus petit
que celui de fa plante 1 par suite d'une mutation, d'une délétion ou d'un
réarrangement, migrera plus rapidement, lors de fanalyse par électro-
phorése en gel d'agarose, que le segment AB plus grand de la plante 1.
Ces segments amplifiés seront visualisés en lumiére ultraviolette sous
forme de bandes fluorescentes gréce & la présence dans le gel dun
réactif fluorescent qui posséde une grande affinité pour FADN.

unique & chaque individu. Cette unicité est due a la
structure primaire de cette molécule qui, chose
remarquable, n’est constituée que de quatre petites
molécules chimiques relativement simples, les
nucléotides qui se différencient par un de leurs
constituants appelés «bases» : I'adénine (A), la guanine
(G), la thymine (T) ou la cytosine (C). Celles-ci sont
greffées sur une molécule de sucre, le désoxyribose (S)
alternant avec une molécule de phosphate (P).

I.’ensemble est torsadé en une double chaine {dou-
ble hélice) ot les bases dites «complémentaires» sont
associées par paires par des liaisons chimiques faibles,
(A) étant toujours lié a (T) sur l'autre chaine parallele
et (G) & (C) (FIGuRre 1).

Les quatre bases sont répétées des millions de fois
tout le long de I'ADN suivant une séquence détermi-
née, propre a chaque espéce ou méme a chaque indivi-
du. Mises bout & bout, ces longues chaines d’ADN
contenues dans Jes chromosomes d’une seule cellule
d’un arbre, par exemple, peuvent atteindre une lon-
gueur de plusieurs metres (environ 4 & 5 métres pour
I’épicéa). Les quelques différences dans la séquence
des bases de ’ADN sont le résultat d’événements in-
duits ou spontanés {mutations, recombinaisons, réar-
rangements) qui se produisent dans les cellules et vont
contribuer 2 la diversité extraordinaire des espéces
vivantes. Les nouvelles techniques moléculaires de
I"ADN ont été intégrées dans des technologies comme
celles du «<RADP» et permettent 1"établissement de
véritables cartes d’'identité génétiques ou «empreintes
génétiques» des individus. Cette technologie «RAPD»
(Ficurke 2) est fondée sur l'utilisation d"une technique
de synthése ou de polymérisation en chaine de I’ADN,
technique dite «<PCR» (Polymerase Chain Reaction), dont
le principe est le suivant: aprés extraction de FADN a
partir d’un petit fragment d'un organe de la plante,
des séquences particulieres de I’ADN génomique
étudié sont recopiées jusqu’a environ un milliard de
fois en tube a essai grdce & une enzyme, "’ADN
polymérase. Cette enzyme utilise comme matrice le
fragment d’ADN étudié et synthétise une chaine
d’ADN de séquence complémentaire & ce dernier. La
stratégie «PCR» consiste a faire démarrer l'activité de
la polymérase a partir d'une amorce d’environ 10
nucléotides qui se lie (s'hybride) spontanément a une
portion de 'ADN génomique en vertu du principe de
complémentarité des paires de bases AT et GC et qui
va donc synthétiser la séquence complémentaire en
aval de l'amorce. Sur l'autre chaine d'ADN
génomique, quelques 100 & 2 000 nucléotides plus loin,
un autre exemplaire de I'amorce s’hybridera en vertu
du méme principe et servira de point de départ pour
la synthése en sens inverse de cette deuxiéme chaine
d’ADN. -

On obtiendra ainsi un premier cycle d’amplification
du fragment d’ADN compris entre les deux sites de
fixation de l'amorce. Chaque cycle d’amplification est
composé de trois étapes: dans la premiére, la double
hélice d’ADN est chauffée & 95°C pour rompre les
liaisons entre les deux chaines (dénaturation), dans la
deuxiéme, la température est abaissée rapidement vers
37°C en présence des amorces nucléotidiques qui
peuvent alors s’hybrider chacune a sa chaine d’ADN a
amplifier (hybridation), dans la troisiéme étape enfin,
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la température est portée a 72°C ce qui permet a la
polymérase de synthétiser les nouvelles chaines
d’ADN & partir des amorces en présence de nucléo-
tides triphosphates qui sont les précurseurs de cette
synthése (élongation).

Ces trois premieres étapes constituent un premier
cycle d’amplification qui fournit deux copies nouvelles
du fragment d’ADN amplifié (2%), aprés 3 cycles, il est
multiplié par huit (2°) et ainsi de suite de maniére
exponentielle pendant environ 35 a 40 cycles. Pra-
tiquement, Vamplification n’étant pas efficace a 100%,
le taux d’amplification est d'environ 200 000 fois apres
20 cycles et de prés de 1 milliard de fois aprés 40
cycles. Les fragments d’ADN amplifiés sont alors
séparés par électrophorése dans un gel d’agarose
contenant une substance fluorescente qui se fixe aux
doubles chaines d’ADN et permet de les visualiser par

Ficure 4: La technique RAPD est également utilisée
pour Ia certification de clones.

Les clones X et Y comportant 7 individus chacun sont analysés par ia
technique de RAPD. Les profils obtenus pour chaque individu
montrent que les deux clones X (de profil RAPD A) et le clone Y (de
profit RAPD B) sont contaminés par un clone différent de profilt RAPD
C. Cette technique permet doric de contréler fa conformité d'un clone
méme a un stade trés précoce du développement

illumination sous lumiere ultra-violette. Des variations
(mutations) dans la séquence de I'ADN induiront des
modifications soit dans ’hybridation des amorces
nucléotidiques soit dans la longueur des fragments
d’ADN amplifiés et cela sera détecté par une mobilité
électrophorétique différente de ces fragments ampli-
fiés dans le gel d’agarose révélant le polymorphisme
de ’ADN étudié (FIGURE 2).

De cette maniére, on peut, en choisissant les amor-
ces, établir I’«<empreinte génétique», une sorte de
«code-barre», propre a un individu. Cette métho-
dologie «RAPD» présente pour I'améliorateur forestier
les nombreux avantages que procurent l'utilisation des
marqueurs moléculaires, ¢’est-a-dire : la caractéri-
sation individuelle au niveau de VADN lui-méme, ce
qui évite l'interférence des conditions de I'environ-
nement (température, lumiére, fumure...) qui souvent
masquent 'expression de certains caracteéres, 'éva-
luation rapide de la diversité génétique de provenan-
ces (FIGURE 3) ou peuplements forestiers déja en place,
le contrdle de conformité et la certification de plants de
pépiniéres ou de clones obtenus par bouturage,
(FIGURE 4), ainsi que la pureté de lots de graines (pour-
centage de contamination). Applicable & un stade trés
précoce du développement, la méthode procure un
gain de temps énorme particuliérement important
pour les especes forestieres, un gain de surface de
serres ou de pépiniéres, un gain de main-d’oeuvre et
donc finalement de cofit de production.

Enfin, I'analyse n'est pas destructive. Celle-ci peut
étre effectuée sur un trés petit fragment de la plante (1
ou 2 feuilles ou aiguilles), les jeunes plants intéressants
peuvent étre conservés et utilisés ultérieurement pour
la production de graines ou de boutures.

Les nouvelles technologies moléculaires telles que
celles des «empreintes génétiques», ne remplaceront
jamais la sélection classique des arbres forestiers, mais
elles viennent en renforcer I'efficacité et lui ouvrir un
nouveau et trés large champ d’action.

Le mariage entre la sélection traditionnelle, qui est et
reste indispensable, et la biologie moléculaire, est le
meilleur atout actuellement disponible pour un nou-
veau progrées spectaculaire dans I'amélicration quan-
titative et qualitative de Ia production forestiére. [ |
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