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AVANT-PROPOS

De nos jours, 'aménagement forestier compte sur de nombreux programmes
d’amélioration des arbres et de reboisement pour assurer la pérennité de la
productivité forestiére et la conservation des foréts naturelles. Grace a la
productivité forestiere et a la qualité de bois accrues qu’elle procure, la
foresterie de plantation est susceptible de devenir une importante source
de produits du bois dans 'avenir. La multiplication végétative de coniféeres
supérieurs que permet la biotechnologie (culture de tissus) est susceptible
de fournir un approvisionnement stable en semis de qualité supérieure
aux plantations forestiéres.

Le présent rapport a pour objectif de brosser le tableau de la recherche sur
la culture de tissus menée au fil des décennies dans les laboratoires
du Service canadien des foréts (SCF) et de souligner les importantes
retombées de ces travaux a I'échelle mondiale. Il vise de plus a indiquer
la voie que cette recherche devrait a notre avis suivre pour étre encore
plus utile a lindustrie et a la communauté scientifique. Il ne passe pas
en revue toutes les activités antérieures de recherche du SCF, mais
présente plutét un apergu général des grandes réalisations. |l ne traite que
d’une fraction de la documentation publiée. Le génie génétique, qui utilise
généralement des tissus produits par la culture de tissus, ne sera pas
examiné en détail, car il déborde en grande partie du cadre du
présent rapport.
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QU’EST-CE QUE
DE TISSUS?

La culture de tissus, aussi appelée culture in vitro ou
micropropagation, est une biotechnologie qui consiste a
prélever des fragments de tissu sur une plante, puis a le
cultiver sur un milieu nutritif approprié. Grace a des
manipulations du milieu de culture, notamment de ses teneurs
en phytohormones et en régulateurs de croissance, les cellules
végétales transférées sur le milieu nutritif commenceront
a se diviser, puis a produire des amas de cellules qui finiront
par produire de nouvelles plantes, souvent en trés grand
nombre. Cependant, la culture de tissus ne vise pas uniquement a
produire de nouveaux sujets (multiplication de clones) : elle a
également de nombreuses autres applications. Ainsi, cette
technologie est employée pour introduire dans le génome
d’une plante des génes étrangers utiles (génie génétique) ou
pour cribler et sélectionner des cellules ou des plantules dotées
d’une résistance a divers stress biotiques ou abiotiques. Ces
applications de la culture de tissus et de nombreuses autres
tout aussi utiles seront abordées dans les pages suivantes qui
mettent notamment en relief les travaux menés dans ce
domaine au SCF.

Un

Méme si plusieurs tentatives avaient été faites au XIX® siécle
et au début du XX® siécle pour cultiver des cellules végétales
sur un milieu nutritif, il aura fallu attendre les années 1940 avant
dy arriver. A cette époque, le but principal était non pas de
produire des clones, mais simplement de démontrer qu’il était
possible de concocter des milieux de culture dans lesquels les
cellules pouvaient demeurer vivantes et se diviser. On produisait
alors surtout du tissu de cicatrisation non organisé. On jugeait
gu’'une culture de tissus viable était établie lorsque le tissu
continuait de se développer et pouvait étre régulierement
subdivisé et transféré sur un milieu nutritif frais a une
demi-douzaine de reprises et plus. De I'avis de tous, aprés un
tel nombre de subdivisions, tout facteur parental susceptible
de stimuler la croissance avait été dilué a un point tel qu’il
ne pouvait plus stimuler la division cellulaire et les éléments
nutritifs fournis par le milieu de culture permettaient alors a
la croissance de se poursuivre.
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Fusion d’un protoplaste de Larix laricina (fluorescence verte)
avec un protoplaste de L. x leptoeuroaea (non coloré).

On a découvert a cette époque que
certaines essences étaient faciles a
cultiver in vitro tandis que d’autres,
comme les céréales, les coniferes
et certains feuillus, demeuraient
réfractaires a cette technique. Dans
le cas des coniferes, des cultures
continues  d’une essence, soit
I'épinette blanche (Picea glauca),
ont finalement été établies par White
et Risser (1964) et Risser et White
(1964). A cette époque, nombre
des phytohormones qui sont
maintenant  utilisées  couramment
étaient encore inconnues. Ainsi, les
chercheurs dépendaient des cytokines
naturelles et encore non identifiées
fournies par le lait de coco, tandis
que lacide abscissique et lacide
gibbérellique, deux hormones de
croissance, étaient encore inconnus.
Skoog et Miller (1957) ont fait une
avancée capitale lorsqu’ls  ont
découvert que lauxine stimulait
principalement I'enracinement tandis
que la cytokinine stimulait la formation
des pousses. Un milieu de culture
comportant une proportion adéquate
de ces substances favoriserait le
développement des racines et des
pousses  et, par  conséquent,
I'apparition d’'une nouvelle plante.



Une autre percée importante est
survenue lorsque Murashige et
Skoog (1962) ont rendu public leur
milieu de croissance, connu sous
le nom de milieu MS. Ce milieu
s’est avéré approprié a la culture
d’un grand nombre d’essences
et est encore utilisé aujourd’hui
pour cultiver bon nombre d’entre
elles. Or, comme il n’existe pas de
regle universellement applicable
a la culture de tissus, il n’est pas
étonnant qu’il ait fallu mettre
au point des milieux de culture
nettement différents pour
de nombreuses essences, Yy
compris  plusieurs  coniferes.
Des laboratoires du SCF sont
d’ailleurs a l'origine de plusieurs
de ces milieux de culture.

D’autres événements marquants
se sont produits par la
suite. Ceux concernant les
coniferes sont les suivants

en 1985, trois groupes de
recherche, le premier en Suéde,
le deuxieme en Tchécoslovaquie
et le troisieme au Centre de
foresterie de [I'Atlantique (CFA)
du SCF situé a Fredericton, au
Nouveau-Brunswick (Nagmani
et Bonga, 1985), ont obtenu des
embryons a partir de cellules
somatiques sur des cultures
de tissus de coniferes. Cette
importante percée a eu pour
effet d’intensifier considérablement
les efforts de recherche
déployés a [I'échelle mondiale
pour mettre au point des
applications industrielles pour
cette nouvelle technologie
d’embryogeneése somatique (ES).

Plusieurs industries forestieres
utilisent maintenant I'ES dans
le cadre de leurs activités

commerciales.

De nos jours, [I'ES est
largement utilisée pour transformer
génétiquement des végétaux, y
compris des essences de
coniféres et de feuillus. A I'heure
actuelle, la recherche dans ce
domaine est en ébullition partout
dans le monde, notamment en ce
qui concerne les plantes agricoles.
Ce tournant n’aurait pu se
produire en l'absence de bonnes
techniques d’ES. L’événement
marquant suivant a été I'annonce
que des plantes assez grandes
pour survivre a leur transfert en
sol avaient pu étre régénérées a
partir de protoplastes (cellules
dépourvues de paroi cellulaire).

Embryons somatiques de
Larix x leptoeuropaea régénérés
a partir de protoplastes.
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Cette premiere a également
été réalisée dans un laboratoire
du SCF (Klimaszewska, 1989).
L’importance de la régénération
de plantes a partir de protoplastes
est due au fait que la fusion
des protoplastes provenant de
différentes  essences et la
régénération de plantes a partir
des protoplastes fusionnés
peuvent souvent permetire de
contourner les limites de
I’hybridation imposées par un
procédé de reproduction sexuée.

Dans [lindustrie fruitiere, cette
technologie a permis de créer de
nombreuses nouvelles variétés de
fruits, notamment chez les Citrus.
Malheureusement, les derniéres
recherches du SCF destinée a
explorer les avantages potentiels
de cette technologie remontent
a 1998 (Pattanavibool et collab.,
1998).

Ces réalisations sont les plus
importantes a étre survenues
dans le domaine de la culture
de  tissus. Cependant, de
nombreuses autres possibilités
ont été explorées et ont donné
des résultats  potentiellement
significatifs, comme en témoignent

les sections suivantes.



CULTURE
DE TISSUS

Culture

A notre connaissance, aucune recherche sur la culture de tissus n’a été
menée au SCF avant 1960. Cette année-la, Jan Bonga a commencé a
travailler au CFA et avait pour tache d’élaborer des méthodes de lutte
contre le faux-gui de 'est (Arceuthobium pusillum), une plante parasite
de I'épinette. Ce parasite n’avait pas d’'impact économique important
dans 'estdu Canada; cependant, les faux-guis constituaient et constituent
toujours un probléme majeur en Alberta et en Colombie-Britannique.
Le projet a été entrepris au CFA parce qu’un poste de chercheur y
était vacant et que les méthodes de lutte mises au point contre le
faux-gui de l'est pourraient vraisemblablement étre utilisées dans
'ouest du pays contre la variété occidentale. |l est difficile d’étudier ce
parasite car seule une infime partie (les fleurs) de celui-ci est visible
a la surface de I'héte, la majeure partie se développant sous I'écorce
et dans le bois de I'héte. Il a donc été décidé de tenter d’obtenir in vitro
la plus grande portion possible du cycle biologique du parasite, ce qui
permit d’effectuer des études physiologiques sur le parasite en dehors
de son hoéte. Ces travaux ont donné lieu a de nombreuses publications
et ont finalement permis d’obtenir par culture de tissus la portion du
parasite croissant sous [I'écorce (Bonga, 1974). Le projet a
malheureusement pris fin prématurément en raison d’un changement
des priorités de recherche qui sont passées de nationales a des
priorités régionales. Il a été repris de nombreuses années plus tard
au Centre de foresterie du Pacifique (CFP) du SCF, situé a Victoria en
Colombie-Britannique, par Simon F. Shamoun et ses collegues qui ont
alors mis a l'essai des champignons parasites sur culture de tissus
afin de vérifier leur virulence contre le faux-gui de la pruche
(Arceuthobium tsugense) et en ont découvert deux qui supprimaient
efficacement le parasite (Deeks et collab., 2002).



Culture in vitro

a I'Institut
forestier national
de Petawawa :

Au milieu des années 1960, Don Durzan a entrepris la culture de
tissus de coniféeres a llnstitut forestier national de Petawawa (IFNP)
situé a Chalk River, en Ontario. Il a alors obtenu des cultures de
masses de cellules individuelles d’épinette blanche et de pin gris
(Pinus banksiana). Certaines de ces cellules individuelles se sont
divisées et ont formé des structures qui ressemblaient aux premiers
stades d’embryons somatiques (Durzan et Bennett, 1968; Durzan
et Steward, 1968), mais qui ne se sont toutefois pas transformés
en embryons matures et en plantules. Il faudra attendre environ
20 ans avant que les chercheurs n’y parviennent (voir ci-dessous).

Des chercheurs ont également tenté de cloner des arbres de qualité
supérieure parvenus a maturité chez certaines essences de coniféres
au moyen de la culture in vitro de bourgeons de pousses.
lls ont réussi a obtenir la formation de pousses en croissance,
mais non pas de racines (Chalupa et Durzan, 1973). Les tentatives
de clonage a partir de telles cultures de bourgeons étaient considérées
a ’époque comme un objectif raisonnable et logique.



Cependant, il a par la suite été constaté qu’il était tres difficile de
surmonter les problémes associés a la maturation des arbres en
raison des changements physiologiques qui surviennent tout au long
du développement de la plupart des essences (de 'embryon au stade
adulte de I'arbre, en passant par le stade adolescent). A mesure que
la croissance progresse, le programme de développement devient
de plus en plus fixé : il devient donc plus difficile d’induire chez les
cellules un comportement embryonnaire ou juvénile qui pourrait
mener a la formation d’embryons ou de pousses et de racines.
Les chercheurs ont par la suite obtenu de meilleurs résultats avec des
tissus beaucoup plus jeunes (embryons zygotiques immatures et
matures; voir ci-dessous).

La recherche menée a I'IFNP ne portait pas uniquement sur les
coniféres. Durzan et Lopushanski (1975) ont publié un article faisant
état de l'obtention de cultures de cellules en suspension prélevées
chez des semis d’orme d’Amérique (Ulmus americana).
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Equipe de biotechnologie des arbres a la pépiniére de I'lFNP, 1993. 9. Cathy Overton — technicienne 15. Pierre Charest — chercheur scientifique

10. Julie Derosier — technicienne 16. Krystyna Klimaszewska — chercheuse scientifique
1. Don Stewart — biologiste 5. Chris Kaufeldt — technicien 11. Chantal Cété — biologiste 17. Julie Mireault-Wiseman — étudiante
2. Chris Ward — technicien 6. Denis Lachance — biologiste 12. Bob Rutledge — chercheur scientifique 18. Jessica Crew — étudiante
3. Tannis Beardmore — chercheuse scientifique 7. Jane Lego — technicienne 13. Madoka Mitsumuni — étudiante 19. Stephanie MclInnis — étudiante au doctorat

4. Bao Xue — stagiaire postdoctoral 8. Marc Kalous — biologiste 14. Yvonne Devantier — étudiante



Culture in vitro de coniferes
au Centre de foresterie

de I'Atflantique
les débuts

Les premieres tentatives pour obtenir des cultures
haploides de coniféeres remontent aux environs
de 1970. A cette époque, I'obtention de lignées
diploides homozygotes a partir de cultures
haploides de plusieurs plantes cultivées avait
beaucoup progressé, notamment pour les céréales.
On obtient habituellement des lignées diploides
quasi-homozygotes aprés sept a dix cycles
d’autofécondation, un processus coulteux et de
longue haleine. L’établissement de cultures de tissus
haploides, suivi d’une duplication artificielle des
chromosomes, permet d’obtenir des cultures diploides
homozygotes pour régénérer des plantes diploides
homozygotes cultivées. Cette méthode permet
d’obtenir rapidement, en [I'espace d’une seule
génération, les lignées généalogiques pures

recherchées. Son application fructueuse aux essences
d’arbres serait encore plus importante que pour les
cultures annuelles en raison de la grande longévité
des arbres qui rend absolument impossible le
recours a lautofécondation pour [I'obtention de
plantes homozygotes.

Chez les plantes cultivées, les cultures haploides
sont obtenues a partir de pollen. Chez les coniféeres,
le pollen et les gamétophytes femelles peuvent étre
utilisés. Bonga et Fowler (1970) ont été les premiers a
tenter I’expérience avec le pin rouge (Pinus resinosa)
et ont réussi a faire croitre du tissu haploide a partir
de gamétophytes méles et femelles. La technique a
ensuite été mise a I'essai avec le pin noir d’Autriche
(Pinus nigra var. austriaca) et le pin mugo (Pinus
mugo), ce qui a mené a la formation d’un cal haploide
a partir de pollen et du gamétophyte femelle. Une
partie du pollen a produit des structures cellulaires
pouvant s’apparenter a un début d’embryons
zygotiques dont aucun ne s’est développé en plantule
(Bonga, 1974). D’autres travaux portant sur diverses
essences ont débouché sur la formation d’un cal
haploide chez I'épinette de Norvége (Picea abies),
I’épinette blanche, le méléze laricin (Larix laricina)
et le méleze d’Europe (Larix decidua) (Bonga, 1981).
Durant les années qui ont suivi, ces travaux ont
recu I'appui financier de la Stratégie canadienne en
matiére de biotechnologie (SCB) et ont mené a la mise
au point de la technologie qui a rendu possible
’lembryogenese gamétophytique et somatique (voir
ci-dessous).

Plants de Pinus strobus
obtenus a partir
d’embryons somatiques. Fl

\——n‘" |

Gros plan des embryons
somatiques.
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Initiation de I'embryogenése somatique a partir de tissu
de bourgeons de pousses d’un Picea glauca agé de 10 ans.




Les tentatives de multiplication
clonale effectuée a partir de
cultures in vitro de tissus de
coniferes de qualité supérieure
parvenus a maturitt ont mené
a la formation de pousses clonales
qui, a quelques exceptions pres,
n'ont  malheureusement  pas
formé de racines. Sommer et
collab. (1975) ont publié un article
démontrant qu’il était beaucoup
plus facile de réaliser une
multiplication clonale a partir
de tissus provenant d’embryons
en voie de germination qu’a partir
de tissus provenant d’arbres mirs.
Les chercheurs du monde entier
y ont vu la un signe qu’ils
devaient délaisser les arbres
parvenus a maturité et tourner
leur attention vers les embryons
zygotiques ou les jeunes semis.
Les travaux sur les arbres mdars
se sont poursuivis a temps partiel
tant au CFA qu’a I'lFNP et, par
la suite, au Centre de foresterie
des Laurentides (CFL) du SCF,
situé a Québec, Québec, car
il était toujours jugé important
de réussir dans ce domaine.
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Des progrés ont été réalisés au
fil des ans (comme en fait état
I'article de Bonga et collab., 2010),
mais le grand objectif de
multiplication clonale massive

continue a nous échapper.




Découverte de 'embryogenese

somatique

La Stratégie canadienne en matiére de biotechnologie (SCB) a été lancée
au début des années 1980. A I'époque, elle visait & financer des
activités de recherche audacieuses et de longue haleine qui, si elles
portaient fruit, pouvaient déboucher sur des applications importantes.
Le CFA a recu un financement quinquennal suffisant pour rééquiper
son laboratoire et engager pour une période de cinq ans un chercheur
de niveau postdoctoral. Les fonds versés devaient servir a accroitre
la recherche sur les tissus haploides en cours depuis quelques
années au CFA. L'objectif ultime était de cloner des végétaux a
partir de tissus haploides, un objectif jugé difficile a atteindre et
nécessitant un engagement a long terme. Tel que mentionné
précédemment, ces études visaient a produire des plantes
diploides homozygotes a des fins de croisement contr6lé. Un autre
objectif était de fusionner les protoplastes de différentes essences de
coniféres et de régénérer le produit issu de cette fusion. Tel que
souligné précédemment, cette technologie devait permettre de
contourner les barrieres imposées par I'hybridation sexuée de facon a
produire des hybrides qui ne peuvent étre obtenus par voie sexuée.
A notre immense surprise, nous avons réussi en quelques
années seulement a obtenir I'embryogenése a partir de
tissus de gamétophytes femelles haploides. Ces résultats ont
été rendus publics en 1985, l'année méme de la publication
de deux autres articles ('un par un groupe de chercheurs suédois
et lautre par un chercheur tchécoslovaque) faisant état de
'obtention d’ES a partir de tissus d’embryons zygotiques. L’ES a
partir de gamétophytes femelles et celle a partir d’embryons
zygotiques ont toutes deux nécessité le méme protocole de culture
et ont affiché la méme progression. Nos activités continues de
recherche sur les cultures haploides ont donné lieu a plusieurs
publications (la plus récente étant celle de Pattanavibool et collab.,
1995). Un autre résultat inattendu de ces cultures gamétophytiques
a été l'obtention d'un semis haploide qui, avec le temps, a
produit un arbre diploide homozygote par duplication spontanée

de ses chromosomes (von Aderkas
et Bonga, 1993).

Comme les coniferes renferment
des alleles récessifs létaux et
semi-létaux, nous avons été
chanceux de découvrir dans nos
cultures un génotype contenant
peu de ces alléles récessifs, ce qui
a permis le développement d’un
arbre fonctionnellement normal.
Nous avons donc atteint les
objectifs qui avaient été définis
lorsque le financement initial de
la SCB avait été versé. Apres cette
premiere réussite, il a été décidé de
déterminer si I’hybridation par fusion
de protoplastes était réalisable.
Malheureusement, une fois le
financement quinquennal terminé,
la SCB a été recentrée non pas
autour de la recherche a long
terme, mais autour de la recherche
pouvant avoir des applications
industrielles immédiates. Par
conséquent, le programme de
recherche sur I’haploidie a pris fin
prématurément. Durant les cinq
années de financement versé par
la SCB, nous avions pu embaucher
deux chercheurs de niveau

postdoctoral, ce qui n’a plus été
possible par la suite.
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Amélioration des protocoles
d’embryogenese somatique

Peu de temps aprées qu'il ait été rendu public que 'ES avait été réalisée
chez des coniféres, les laboratoires du CFA et de I'IFNP ont bourdonné
d’activités destinées a améliorer les protocoles et a adapter la nouvelle
technologie a d’autres essences. En 1985 et 1986, I'lFNP a embauché
deux scientifiques, F. Tremblay et K. Klimaszewska, pour effectuer des
recherches sur 'ES des essences de coniferes. Les premiéres essences
étudiées par les deux laboratoires ont été le méléze d’Europe et le méléze
hybride (Larix x eurolepis), qui ont bientét été suivies par I’épinette noire
(Picea mariana), I'épinette blanche et, éventuellement, le pin blanc
(Pinus strobus), le pin gris et certaines autres essences (Klimaszewska
et Smith, 1997; Klimaszewska, 1989; Tremblay, 1990). A la suite du
succes initial obtenu avec I'ES, il est devenu évident que l'initiation était
souvent la phase la plus facile du processus. Les embryons présentaient
frequemment des anomalies et, souvent, les embryons somatiques ne
germaient pas convenablement. Cependant, les travaux menés
diligemment dans les deux laboratoires ont débouché sur des protocoles
de culture grandement améliorés et de bons taux de régénération (Park
et collab., 2006). Pendant ce temps, des chercheurs ont obtenu certains
résultats intéressants qui ont rendu les techniques beaucoup plus
attrayantes pour l'industrie forestiére.

Des essais ont été menés permet donc d’utiliser une partie
principalement a [I'IFNP et de chaque clone embryogénique
dans une moindre mesure, dans le cadre d’essais sur
au CFA pour déterminer si les le terrain a long terme de

cultures embryogénes pouvaient
étre cryoconservées, c’est-a-dire
conservées dans de I'azote liquide
a une température de -196 °C
(Klimaszewska et collab., 1992;
Charest et collab., 1996). Contre
toute attente, les chercheurs ont
découvert que les cultures
embryogénes étaient plus
faciles a conserver dans l'azote
liquide que de nombreux autres
tissus. La cryoconservation
permet de  conserver les
cultures a long terme, ce qui

semis somatiques pendant que
lautre partie est cryoconservée
jusqua la fin des essais
sur le terrain. Une fois les
essais terminés, les clones les
plus performants peuvent étre
récupérés dans le réservoir
cryogénique et utilisés pour
produire  du matériel de
plantation en masse. Alors
que les essais d’amélioration

classiques permettent de
sélectionner un comportement
familial moyen, les essais

Initiation de 'embryogenéese somatique a partir
d’embryons zygotiques juvéniles de Pinus strobus
encloisonnés dans un gamétophyte femelle.

d’amélioration combinés a I'ES et
a la cryoconservation permettent
d’effectuer une sélection au sein
de familles.

Puisque la plupart des coniféres
sont hautement hétérozygotes,
I’'amélioration utilisée de pair avec
'ES et la cryoconservation permet
d’apporter des améliorations
génétiques  beaucoup  plus
importantes que lorsqu’elle est
utilisée seule (Klimaszewska et
collab., 2007). Les protocoles
adéquats de cryoconservation mis
au point par le SCF et d’autres
laboratoires  ont  rendu la
technologie d’ES trés attrayante



Embryons somatiques matures de Pinus banksiana.




aux yeux de lindustrie forestiere et ces protocoles
sont maintenant appliqués a [I'échelle mondiale
(Cyr et Klimaszewska, 2002; Klimaszewska et
collab., 2007).

Dans le cadre dun essai d’amélioration-ES a
tres grande échelle mis en place par le CFA, les
chercheurs ont constaté que 'ES était un caractere
sous contrble génétique. En effet, Park et collab.
(1993) ont découvert que linitiation de PES était
sous fort contréle génétique additif et que cet effet
génétique diminuait pour atteindre un faible niveau lors
des étapes ultérieures de prolifération, de maturation
et de germination (Park et collab., 1994). En d’autres
termes, le croisement d’'un parent a capacité élevée
d’ES avec un parent a faible capacité produira une
descendance ayant a la fois les caracteres
du parent a faible capacité d’ES et la capacité
élevée d'ES de lautre parent. Cela permet
ainsi de produire une grande variété de génotypes
dotés d’excellentes qualités et d’une capacité élevée
d’ES et de les mettre a I'essai (Park, 2002). La stabilité
génétique des clones cryoconservés a long terme était
un autre facteur qu'’il faillait déterminer. Les chercheurs
ceuvrant dans les laboratoires du CFA et de I'lFNP ont
constaté que plusieurs années de cryoconservation
n’avaient aucun effet sur la constitution génétique
des cultures ainsi conservées, ni sur leur capacité
a régénérer de nouveaux embryons (Park et
collab., 1998; DeVerno et collab., 1999). Cela indiquait
donc que lindustrie forestiere pouvait utiliser sans
risque cette technologie dans le cadre d’essais
sur le terrain a long terme.

Le bilan hydrigue est un aspect qui s’est avéré
important  pour assurer la maturation des
embryons somatiques de coniféres. Il a été étudié
en détail par l'un des chercheurs du CFA en
collaboration avec des chercheurs de I'Université de
Victoria (Dumont-BéBoux et collab., 1996). D’autres
chercheurs du CFA et du CFL (Klimaszewska et
collab., 2000; Cameron, 2001, 2006) ont effectué
des recherches sur les milieux de culture de tissus
et la disponibilité en eau pour les embryons
somatiques en culture. Des travaux portant sur des
traitements destinés a améliorer la tolérance a la
dessiccation durant le processus d’ES ainsi que
de caractérisation biochimique ont aussi été menés
a I'IFNP et au CFA (Beardmore et Charest, 1995;
Pond et collab., 2002; Beardmore, 2003).

Une percée importante a été [I'élaboration d’un
protocole pour la production de protoplastes a partir
d’une culture embryogéne de méléze hybride ayant par
la suite servi a régénérer des embryons somatiques et
des plantules (Klimaszewska, 1989). Cela a ouvert la
voie a une éventuelle hybridation somatique par fusion
de protoplastes de différentes origines permettant ainsi
de créer de nouvelles variétés impossibles a obtenir
par voie sexuée. Une équipe de chercheurs du
CFL et de I'Université de Victoria (Pattanavibool et
collab., 1998) a réalisé la fusion de protoplastes
interspécifiques et la formation d’embryons
somatiques matures a partir de protoplastes
fusionnés de méléze. Un aspect particulierement
intéressant a ce chapitre est le fait que des
chercheurs du CFA aient obtenu 'ES a partir de
mégagamétophytes haploides (voir ci-haut). La fusion
de protoplastes haploides devrait aboutir a des
diploides normaux et non pas a des tétraploides,
comme cela se produit aprés fusion de protoplastes
diploides.

Un projet a grande échelle visant a accroitre la
production de taxol chez lif du Canada (Taxus
canadensis) au moyen de la propagation clonale
(S. Cameron) est en cours depuis plus d’une
décennie au CFA et a permis d’obtenir un bon
nombre de cultivars a rendement élevé. Les ifs
peuvent facilement étre multipliés au moyen de
boutures racinées. Toutefois, en raison des avantages
offerts par 'ES et la cryoconservation et parce
gu’elle est a la base du maintien de l'intégrité clonale
et de I'amélioration par génie génétique, I'ES a
été étudiée dans le cadre de ce projet. L'utilisation
d’explants zygotiques a remporté un succes plutdt
sporadique (S. Pond), alors que l'objectif d’utiliser
du tissu de bourgeons comme explant initial
n‘a pas encore été atteint. L’'ES est susceptible
d’étre une méthode importante pour intensifier
la multiplication et ainsi produire des propagules
somatiques d’origine généalogique connue a partir
de clones dé¢lite sélectionnés pour leur
production de taxane.



Dans le cadre d'une deuxiéme étude sur la culture de tissus, S. Cameron a découvert une méthode
permettant d’induire systématiquement I'allongement des bourgeons végétatifs des ifs en de petites
pousses, une étape susceptible d’étre importante si I'on veut fournir du  matériel clonal aseptique
a des fins de transformation génétique et de culture de racines chevelues (voir ci-dessous).

Evolution récente de la
recherche sur I'embryogenese
somatique au Centre de
foresterie de I'Atlantique

et au Centre de foresier

des Laurentides

En raison de la fermeture de
'IFNP en 1996, le laboratoire de
culture de tissus a été déménagé
au CFL. Durant la derniére
décennie, la recherche sur I'ES
menée au SCF est devenue

mieux harmonisée a celle
effectuée dans les universités et
dans les laboratoires du monde
entier. Des projets coordonnés
conjointement ont été entrepris
avec des groupes de chercheurs
de I'Afrique du Sud, de I'Australie,
de la Corée du Sud, de 'Espagne,
du Portugal et de plusieurs
laboratoires en France. Ces
efforts conjoints de recherche
portent sur de nombreuses
essences de coniferes et ont
donné lieu a plusieurs
publications majeures (Park et
collab., 2006; Carneros et collab.,
2009).




SLOLOLOLOR

Des projets conjoints ont aussi été
entrepris avec plusieurs organisations
de lindustrie forestiere et de
biotechnologie forestiere (J.D. Irving
Ltd. au Nouveau-Brunswick,
ministéere des Ressources naturelles
et de la Faune du Québec, BC
Research Inc./CellFor Inc. en
Colombie-Britannique, Institut  de
recherche forestiere de [I'Ontario
et font appel a diverses stratégies
d’amélioration et de plantation
de semis produits par ES. De plus,
certains projets d’'ES du SCF ont
été transférés dernierement au Centre
canadien sur la fibre de bois (CCFB)
a la suite de la création du
Réseau national des laboratoires
d’embryogenése somatique dirigé par

Y.S. Park. Dans la foulée, un programme de formation
a été mis sur pied au CFA et au CFL dans le but
de familiariser les techniciens des établissements
provinciaux, industriels et académiques avec la technologie
d’ES. Au CFL, K. Klimaszewska a créé une plateforme
technologique  d’embryogenése  somatique et de
transformation génétique des coniferes a [I'appui des
projets conjoints nationaux et internationaux de recherche
dans le domaine de la transformation génétique, de
I'expression génique et de la recherche fondamentale sur
'ES. La plateforme fournit également d’autres services
(selon le principe du recouvrement des colts), tels la
production de matériel de recherche de grande qualité pour
d’autres scientifiques canadiens participant a la recherche
sur la génomique des coniféres (par exemple, dans le
cadre du projet Arborea de I'Université Laval et du projet
Treenomix de I'Université de la Colombie-Britannique).

16



Role de la technologie

d’embryogenese somatique
dans la foresterie multivarietale

Tel que mentionné précédemment,
’ES a de nombreuses applications
importantes. A I'heure actuelle, elle
est toutefois principalement employée
dans le cadre de Ila foresterie
multivariétale  (FMV),  c’est-a-dire
l'utilisation en plantation forestiere
de variétés d’arbres génétiquement
éprouvées. La mise au point et
le perfectionnement des techniques
d’ES et de cryoconservation ont
permis de mettre au point des variétés
de coniféeres que la reproduction
sexuée n’aurait pas permis d’obtenir
auparavant. Grace a ces techniques,
des lignées embryogénes peuvent étre
conservées indéfiniment dans l'azote
liquide sans risque de modification
du génome ou de perte de viabilité
durant la réalisation d’essais a long
terme sur le terrain. Ces techniques
offrent la possibilité de produire de
facon systématique des génotypes
identiques génétiquement éprouvés,
similairement a ce qui se fait avec
des variétés agricoles et horticoles.
La FMV comporte de nombreux
avantages, dont les plus importants
sont les suivants : (1) un gain
génétique trés supérieur, (2) une
capacité d’adaptation rapide aux
changements pouvant survenir dans
les objectifs d’amélioration et/ou dans
le milieu, et (3) une capacité de gérer
le gain et la diversité génétique. La
capacité d’adaptation que la FMV
offre en amélioration des arbres est

O

particulierement importante puisque
les  généticiens  forestiers  font
présentement face a un nouvel
ensemble de défis découlant d’'un
avenir incertain, y compris une
demande de productivité croissante,
I’adaptation au changement climatique,
les modifications des produits visés,
ainsi que la conservation et le
rétablissement d’espéces menacées.

Embryons somatiques juvéniles de Pinus strobus.




Compte tenu de ses avantages et de ses retombées
potentielles sur la foresterie de plantation, la FMV est en bonne
voie d’implantation dans l'est du Canada. Ainsi, J.D. Irving
Ltd., en collaboration avec le SCF, plante environ un million
de semis issus de variétés éprouvées a tous les ans dans ses
plantations forestieres de choix. De plus, depuis la création du
Réseau national des laboratoires d’embryogenése somatique,
le CCFB a commencé a produire des lignées variétales
embryogenes au CFA a des fins d’essais sur le terrain
pour divers programmes d’amélioration des arbres, vy
compris le Conseil d’amélioration génétique des arbres du
Nouveau-Brunswick, le Nova Scotia Tree Improvement Working
Group et Alberta Sustainable Resource Development.
Lorsque les résultats de ces essais sur le terrain deviendront
disponibles, il est probable que ces programmes d’amélioration
des arbres implantent la FMV. De plus, le SCF travaille en
collaboration avec I'Institut de recherche forestiere de I'Ontario
a la mise au point d’un hybride du pin blanc résistant a la
rouille vésiculeuse ainsi qu’avec le British Columbia Ministry of
Forests, Mines and Lands a I’élaboration d’'un systéeme d’ES
pour le douglas (Pseudotsuga menziesii), le thuya géant (Thuja
plicata) et le cyprés jaune (Chamaecyparis nootkatensis).

l'’embryogenese
somahque et le
génie genétique

Faire la revue des expériences en génie génétique réalisées
au SCF dépasse le cadre du présent document. Nous souhaitons
cependant souligner le réle important que joue I'ES dans les
méthodes de transformation génétique et, par conséquent,
dans la génomique fonctionnelle.

Il existe diverses méthodes de transformation génétique des
végétaux. Cependant, la transformation de cultures
embryogenes est de loin la méthode la plus couramment
utilisée. Le premier avantage d'utiliser 'ES a cette fin est
que le processus peut étre mené a bien en milieu strictement
confiné et contrélé. De plus, I'inclusion d’un géne de résistance
aux antibiotiques permet de distinguer facilement les cellules
transformées et celles non transformées. Finalement, comme
PES se fait a partir de cellules individuelles chez la plupart
des essences, elle permet d’éviter d’obtenir des chiméres,
C’est-a-dire des individus a cellules transformées et non
transformées.

18



. e N s 7 ..
Picea glauca obtenus par embryogenese somatique,
Valcartier, Québec.

O

Depuis que les chercheurs connaissent la culture in vitro, ils
espérent arriver a cloner des coniféres adultes (parvenus a
maturit€) au moyen de la culture de tissus. L’amélioration de la
constitution génétique du matériel de plantation pourrait procurer
des avantages substantiels pourvu qu’une telle propagation
clonale puisse atteindre un taux de réussite élevé et que les
techniques de culture permettent d’obtenir des lignées stables,
C’est-a-dire sans anomalies de croissance. La variation génétique
est énorme chez la plupart des coniféres. Par conséquent, si on
plante des semis issus de graines de bons parents, on obtient un
mélange de semis dotés d’un excellent potentiel de croissance
et d’autres d’un faible potentiel, ces derniers faisant diminuer le
rendement moyen des semis. Si on pouvait arriver a produire des
propagules clonales stables d’arbres adultes présentant un bon
taux de croissance, une bonne résistance aux insectes et aux
maladies, des fibres de bonne qualité et ainsi de suite, on pourrait
obtenir un peuplement considérablement supérieur a celui issu
de graines d’arbres de qualité supérieure parvenus a maturité.

L'ES effectuée a partir d’embryons
zygotiques a donné de bons résultats chez
de nombreuses essences de coniferes, ce
qui n’a malheureusement pas été le cas lors
des tentatives effectuées avec des arbres
adultes. Des travaux de recherche visant a
induire 'ES dans des tissus prélevés chez
des arbres adultes ont été menés dans
plusieurs laboratoires un peu partout dans
le monde, mais jusqu’a maintenant les
résultats ont été plus ou moins fructueux.



Des chercheurs du CFA ont réussi a réaliser 'ES avec des tissus provenant d’'un méléze d’Europe adulte au
moyen d’'un mécanisme différent de celui habituellement observé dans des tissus provenant d’embryons en
culture issus de graines. La maturation et la germination de ces embryons n’ont toutefois pas été adéquates,
principalement en raison d’un développement insuffisant du systéme racinaire (Bonga, 2004). Des chercheurs
du CFL ont obtenu par ES des plantules juvéniles viables a partir de bourgeons de pousses excisés chez des
épinettes blanches agées de 10 ans elles-mémes issues de cultures embryogénes initiées a partir d’'embryons
zygotiques (Klimaszewska et collab., 2010). Ces arbres somatiques font actuellement I'objet de recherches
comparatives par analyse transcriptionnelle du génome d’un génotype embryogéne et d’'un génotype non
embryogene.

Persistance de la recalcitrance

L’ES a pu étre réalisée dans des cultures d’embryons zygotiques de nombreuses essences de coniféres, mais a
été infructueuse ou a donné des résultats limités chez plusieurs autres essences. Deux de nos essences indigénes
de pin qui se sont avérées récalcitrantes sont le pin gris et le pin tordu (Pinus contorta). Des chercheurs du CFA
étudient le pin gris depuis une quinzaine d’années, mais ont obtenu des taux d’initiation de seulement 3 ou 4 %,
ce qui, a toutes fins utiles, est trop faible. Des travaux récents sur le pin tordu menés au CFL en collaboration avec
’'Université de la Colombie-Britannique ainsi qu’au CFA ont donné des résultats similaires. La récalcitrance s’est
avérée impossible a surmonter lorsque les tissus utilisés a des fins de culture proviennent d’arbres adultes. Des
recherches documentaires approfondies ont été menées au CFA et au CFL pour tenter de trouver les fondements
théoriques de cette récalcitrance. Elles ont donné lieu a la publication de plusieurs articles examinant en détail les
aspects théoriques du probleme, dont le dernier vient juste d’étre publié (Bonga et collab., 2010). Des recherches
visant a réduire la récalcitrance chez plusieurs essences commerciales sont en cours dans les deux centres.

importante du point de vue écologique qui
fait partie intégrante de I'écosystéeme de
I'ouest de ’Amérique du Nord. Toutefois, cette
essence est gravement menacée en raison
de sa vulnérabilité a la rouille vésiculeuse
du pin blanc et aux attaques du dendroctone
du pin ponderosa. Lors de travaux menés
en collaboration avec Alberta Sustainable
Resource Development, 'ES du pin a blanche
écorce a été obtenue et a par la suite été
adoptée comme stratégie de conservation

L’ES utilisée conjointement avec la cryoconservation offre pour cette essence. Un systéme d’ES similaire
une autre possibilité pour la conservation et le rétablissement a également été développé pour le pin flexible
de différentes essences. Par exemple, le pin a blanche (Pinus flexilis).

écorce (Pinus albicaulis) est une essence hautement



Section longitudinale d’un bourgeon
de pousse de Picea glauca au début
du printemps.




Les chercheurs du CFA étudient plusieurs essences feuillues. lls s’emploient actuellement a obtenir
’ES a partir de bourgeons du noyer cendré (Juglans cinerea) et du hétre a grandes feuilles (Fagus
grandifolia), deux essences assaillies par des pathogenes, a des fins de conservation génétique
correctrice. Il est important d’utiliser des bourgeons pour conserver le patrimoine génétique de la
descendance obtenue par ES, notamment lorsque des clones résistants aux pathogénes sont
découverts. |l est difficile de travailler avec ces deux essences, mais I'ES a pu étre initiée a partir de
sujets mars de noyer et de hétre et les cultures embryogenes ainsi obtenues ont été cryoconservées.
Chez le noyer, ’'ES a permis de régénérer des plantes tandis que chez le hétre, la maturation et
la germination d’embryons somatiques ont été obtenues (Pond, 2007, 2008). Comme ces essences
sont toutes deux menacées de disparition, 'ES suivie de la cryoconservation offrirait un autre moyen
de conserver ces essences. Pond a également réussi a régénérer a partir de méristemes végétatifs
latéraux individuels le Salix cottetii, une essence triploide stérile de saule, ainsi que trois autres
essences de saule. Le saule est une essence a croissance rapide qui représente une bonne
source de biomasse ainsi qu’'une source potentielle de bioproduits. Il est nécessaire qu’un saule
génétiguement modifi€ a croissance rapide soit stérile afin d’empécher le flux de génes vers les
essences indigénes de saule croissant dans les environs. La culture de tissus peut également servir
a multiplier a moindre colt des hybrides génétiquement stériles qui constituent le matériel de départ
d’une transformation génétique visant a intégrer des caracteres utiles ou des génes de bioproduits.

Au CFA, Cameron (2010) a récemment réussi pour la premiére fois 'ES de haute efficacité et la
régénération de l'acajou amer (Cedrela odorata), une essence feuillue tropicale, en utilisant comme
traitement un choc thermique. Cette essence commerciale d’acajou avait jusqu’ici été considérée
comme récalcitrante a la régénération par des techniques de culture de tissus.

De nombreuses essences canadiennes qui sont jugées menacées ou en voie de disparition
produisent des graines qui ne peuvent étre entreposées a long terme (graines récalcitrantes)
(Beardmore et Vong, 1998; Mcllwrick et collab., 2000). Des chercheurs du CFA ont mis au point
des techniques de culture de tissus a des fins de conservation du germoplasme de certaines
essences qui produisent des graines récalcitrantes (Beardmore et Vong, 1998; Marshall et
collab., 2000; Beardmore et Whittle, 2005).




AUTRES CONTRIBUTIONS
Reconnaissance internationale

Outre les nombreux rapports de recherche publiés, les chercheurs du SCF ont rédigé nombre d’articles
de synthése qui ont été publiés dans des revues a comité de lecture et des encyclopédies ainsi
que comme chapitres de livres, assurant ainsi une large diffusion de [linformation. Les employés du
SCF ont publié plusieurs manuels rédigés par de multiples auteurs, y compris une série de trois
volumes dont ont fait état deux études internationales portant sur les ouvrages et monographies liées
aux foréts (McDonald, 1996). L’'une de ces études classait cette série de trois volumes au sixieme
rang des 1 053 titres examinés, tandis que lautre la classait au huitieme rang. Un des manuels
traitant de culture in vitro des arbres a été rédigé par un chercheur du SCF et le boursier de
recherches postdoctorales avec lequel il collaborait (Bonga et von Aderkas, 1992). De plus, un brevet
américain conjoint (6,200,809 B1, « Maturation d’embryons somatiques », 13 mars 2001) a été accordé a
une employée du SCF et a ses collegues de BC Research Inc. (Klimaszewska et collab., 2001).
Des scientifiques du SCF ont souvent été invites comme conférenciers et organisateurs de séances
lors de rencontres internationales. Afin de promouvoir encore plus la collaboration internationale en
matieére de recherche et d'utilisation de I'ES dans le domaine de [I'amélioration des arbres a
’échelle mondiale, Y.S. Park a créé et coordonne le Groupe de travail 2.09.02 sur I'embryogenése
somatique des arbres de I’'Union internationale des instituts de recherches forestiéres (IUFRO).
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Adapter la technologie d’ES a d’autres
essences

L’ES fonctionne bien chez certaines essences
d’épinette, de pin et de méléze, mais elle est
généralement difficile, voire encore impossible a
réaliser chez la plupart des autres coniferes.
Comme I'amélioration des arbres combinée a 'ES
et a la cryoconservation offre un énorme

potentiel d’'amélioration du matériel de plantation,
élargir la gamme d’essences a laquelle 'ES peut
étre appliquée efficacement est un objectif
méritoire. L’expérience acquise dans le passé
montre que I'entreprise ne sera pas facile et que
la recherche a cette fin a besoin d’un financement
a long terme.

Aider I'industrie et d’autres intervenants
intéressés a adapter I'ES a leur entreprise

Les tentatives que nous faisons pour aider I'industrie
et d’autres intervenants seraient grandement
facilitées si les efforts de recherche déployés par le
SCF permettaient d’améliorer I'efficacité de I'ES et
son application a une gamme plus large de
coniferes. Les activités de transfert de la technologie
d’ES ont a ce jour porté fruit et sont trés appréciées.
Il vaut la peine de poursuivre ces efforts.

- Trouver des marqueurs moléculaires utiles aux
cultures d’ES qui amélioreront la sélection
clonale
Si les chercheurs arrivaient a trouver des marqueurs
fiables pour les taux de croissance, la qualité des
fibres, la résistance aux pathogénes et aux
conditions environnementales défavorables, etc., la
phase d’essai de I'ES serait beaucoup plus courte.

- L’ES et le génie génétique
Comme I'ES est a la base d’une grande partie de la
recherche en génie génétique en cours, il faut
approfondir la recherche sur les fagons de combiner
les deux domaines.

* L’ES et le sauvetage d’embryons
Tel que mentionné précédemment, de nouveaux
hybrides ont été obtenus chez les Citrus et d’autres
arbres fruitiers en excisant 'embryon immature
avant qu’il n’avorte et en le plagant sur un milieu de
culture de tissus jusqu’a ce qu’il atteigne la maturité.
Cette technique pourrait étre mise a I'essai avec
des croisements entre des essences apparentées
de coniferes qui sont habituellement incompatibles
sur le plan génétique. Elle pourrait donner des
résultats particulierement utiles si 'embryon ainsi
sauvé pouvait étre cloné par ES.

- Régénération a partir de protoplastes et fusion
de protoplastes
Les protoplastes sont utiles en génie génétique car
I’ADN peut étre introduit par électroporation. lls
permettent d’éviter d’avoir recours a des
Agrobacterium tumefaciens désarmés, la méthode
habituellement utilisée pour obtenir une
transformation génétique. La création de nouveaux



hybrides par fusion de protoplastes est une option
intéressante qui permet de contourner les barriéres
imposées par I'hybridation sexuée. Cet aspect est
particulierement intéressant puisque des
chercheurs du SCF ont déja fait la preuve que I'ES
pouvait étre obtenue dans des tissus
meégagamétophytiques haploides. La fusion de
protoplastes haploides, suivie d’'une

régénération par ES, produirait des descendants
diploides normaux. Les tentatives de fusion de
protoplastes diploides seraient probablement
moins fructueuses puisque les coniféres ne tolérent
généralement pas la tétraploidisation. Ce type de
recherche exigerait un engagement a long terme.

+ Culture de racines chevelues de l'if
Avec la découverte de clones d’élite et I'intérét porté
actuellement par I'industrie a la production de
taxanes en bioréacteur, la culture de racines
chevelues est une autre méthode potentiellement
attrayante pour la production de paclitaxel. Des
clones a capacités élevée et faible de production de
taxanes sont actuellement transformés au moyen de
méthodes conventionnelles de co-culture faisant
appel a des Agrobacterium rhizogenes de type
sauvage et a la culture de tissus réguliére. L’objectif
immeédiat est de déterminer si les cultures de
racines chevelues continuent d’exprimer les
différentes capacités des clones parents a produire
des taxanes, puis d’effectuer une analyse
génomique ciblant les marqueurs de production de
taxanes a I'aide de la PCR quantitative en temps
réel (RTQ-PCR).

- Tenter d’obtenir I'ES a partir de tissus provenant
d’arbres adultes
Le génotype sensible de I’épinette blanche
actuellement utilisé pour induire 'ES a partir de
bourgeons végétatifs ayant déja atteint le stade de
reproduction offrira une occasion unique pour
prouver ou réfuter ’lhypothése actuelle selon
laquelle le manque de potentiel d’ES chez un
conifere adulte est di a des modifications
biochimiques et moléculaires associées a la
maturation et au changement de stade de
développement. Grace a des découvertes récentes
faites au CFL, une opportunité se présente pour la
premiere fois dans I’histoire de la culture de tissus
de coniferes d’établir une distinction entre l'influence

présumée des phénomeénes moléculaires associés
au changement de stade et la récalcitrance du
génotype, cette derniére étant reconnue pour jouer
un réle décisif dans le développement de la culture
de tissus.

Arbres feuillus

Il faut poursuivre la recherche sur I'ES du noyer
cendré et du hétre a grandes feuilles et I'élargir a
d’autres essences feuillues menacées de
disparition. Le tissu embryogéne peut étre
cryoconservé, permettant ainsi la conservation

du germoplasme issu des arbres en santé toujours
existants, et peut fournir un moyen de multiplier
massivement des arbres résistants a la maladie.

Si aucun sujet naturellement résistant n’est
découvert, il est possible d’avoir recours au génie
génétique pour insérer dans des tissus
embryogenes des génes conférant une résistance
a la maladie. Des chercheurs du CFA ont déja réussi
a induire la formation de plantules de saules
aseptiques directement dans une culture de tissus
(sans passer par le stade du cal) en obtenant en
’espace de seulement trois semaines la formation
de racines par des bourgeons latéraux. Le degré
d’efficacité varie selon I'essence, mais il peut
atteindre une production de racines allant jusqu’a
85 % chez les quatre essences étudiées a ce jour.
Comme un seul fouet peut présenter plus de

50 bourgeons latéraux par metre, cette méthode
pourrait étre trés efficace pour accélérer les étapes
initiales de la multiplication d’hybrides (suivie par
’enracinement classique des boutures) par rapport
aux méthodes classiques. Elle pourrait aussi étre
la seule méthode applicable aux hybrides triploides
stériles qui ne produisent pas de graines. Les
plantules stériles sont également destinées a étre
utilisées lors d’une transfection classique afin de
produire des clones de saules pouvant servir a la
production de bioproduits. Il faudrait poursuivre la
recherche sur la culture de tissus du saule et
d’autres essences stériles pouvant étre
génétiquement améliorées afin d’accroitre la
production de biomasse et de bioproduits. La culture
de tissus sera la méthode la plus productive de
multiplication de ces essences.
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