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Depuis 1989, le CIRAD-Forét
collabore trés étroitement
avec Innoprise Corporation
Sdn Bhd (1.c.s.B.), la plus
importante compagnie
forestiere malaisienne

du Sabah, dans le cadre

du projet « Plant
Improvement and Seed
Production », en abrégé

« P.LS.P. » (NASI,
MONTEUUIS, 1992 et 1993).
Le succes de cette
collaboration a favorisé

en 1991 la mise en place
d’un second projet axé

sur les biotechnologies
forestieres avec la création
d’un laboratoire commun
CIRAD-Forét/1.C.S.B. situé

a Tawau (cote est

de Bornéo) et opérationnel
depuis fin 1992

(cf. B.E.T. n° 236).

Il nous a paru intéressant
de dresser un premier bilan
de ce projet apres

deux années

de fonctionnement.

ESPECES
ET THEMATIQUES
DE RECHERCHES
PRIVILEGIEES

La fonction primordiale du labora-
toire de biotechnologies CIRAD-
Forst/1.C.S.B. de Tawau est d'ap-
puyer les actions de terrain, dans un
esprit de recherche frés finalisée
vers le développement, en étroite
collaboration avec les programmes
d’activités de Luasong Forestry
Centre, et plus particuliérement du
P.I.S.P..

Le choix des espéces a été décidé
d’'un commun accord, en tenant
compte des stratégies de plantations
de 1.C.S.B. et des priorités du CIRAD-
Forét en matiére de Recherche-Déve-
loppement. le teck (Tectona gran-
dis) et les acacias de zone humide,
essentiellement Acacia mangium,
ont été préférentiellement retenus en
raison de leur importance en ce qui
concerne les espéces arbores-
centes, en plus des rotins (Calamus
sp.J, priorité affichée de 1.C.5.B. [cf.
NAsI, MONTEUUIS, 1992 et 1993).

les thématiques de recherche ont
été choisies d'aprés leur aptitude &
répondre & court terme aux objectifs
de terrain de noire partenaire, en
fonction des espéces et des
contraintes locales. Cefte complé-
mentarité entre les activités de fer-
rain ou de pépiniére et les biotech-
nologies se justifie notamment afin :

* de bien percevoir les problémes
et les objectifs permettant de choisir
les stratégies les mieux adaptées, en
fonction des moyens disponibles ;

e de bien définir les limites res-
pectives des techniques conven-
tionnelles, d’une part, et des bio-
technologies d’autre part, pouvant
déboucher sur des comparaisons
économiques, par exemple entre
les techniques de bouturage de pé-
piniére et la micropropagation ;

o d'effectuer judicieusement et pré-
cisément les sélections de matériel
végétal.

Ces thématiques de recherches doi-
vent faire appel & des technologies
fiables, efficaces, relativement bon
marché et aisément transférables &
notre parfenaire. Dans cet esprit, la
micropropagation, essentiellement
par bourgeonnement axillaire, et les
techniques d’électrophorése isoen-
zymatique ont été préférentiellement
développées. Il convient d'en expo-
ser les principales raisons.

La multiplication par micropropaga-
tion in vitro peut présenter, en fonc-
tion des espéces, un certain nombre
d’avantages par rapport aux tech-
niques de propagation végétative
plus classiques de pépiniére (AUGE
etal., 1982}, notamment :

¢ Un accroissement notable du pou-
voir de multiplication lié & la réacti-
vité organogénique stimulée et & la
miniaturisation des explants culfivés
in vifro (FRANCLET, 1987). Celte mi-
niaturisation connaft son achéve-
ment & travers la culture de méris-
{émes primaires apicaux ufilisée,
entre autres, & des fins de rajeunis-
sement (MONTEUUIS, 1989) ou phy-
fosanitaires, particuliérement pour
I'élimination de virus et de certaines
bactéries endogénes (MARGARA,
1980 ; AUGE et al., 1982).

¢ La constitution de « banques de
génes », ou plus modestement de
collections de génotypes en condi-
fions axéniques requises pour les
transferts ou échanges internatio-
naux, fout en préservant la réactivité
des vitroplants dans un volume ré-
duit.

¢ le conditionnement du matériel
sélectionné et cultivé in vitro en fonc-
tion de divers objectis : tests de sé-
lection, génie génétique, analyse
d’ADN...

e Réduction des contraintes d'envi-
ronnement, d’espace et de femps.

La micropropagation par bourgeon-
nement axillaire demeure une
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« vitro-méthode » relativement sim-
ple, utilisée depuis des dizaines
d’années par des établissements pri-
vés de multiplication & des fins com-
merciales (AUGE ef al, 1982 ;
Boutay, 1985). Elle est de ce fait
adaptée & des transferis de techno-
logies, pourvu que les utilisateurs
aient assimilé les régles d’aseptie
exigées par la culture in vitro et se
montrent  suffisamment  conscien-
cieux et appliqués lors des mani-
pulations. La régénération des struc-
tures végétatives infroduites s'ef
fectue naturellement & partir de
zones méristématiques  préexis-
fantes pour mieux garantir la confor-
mité génotypique ; elle a pour effet
de minimiser les risques de varia-
tions somaclonales auxquelles les
techniques mettant en ceuvre des
processus de dédifférenciation, a
fortiori de callogenése, sont plus ex-
posées (MARGARA, 1980 ; AUGE ef
al., 1982 ; BoulAy, 1985).

l"électrophorése d’iscenzymes est
un procédé qui permet d'identifier,
aprés migration sur gel d'acrylami-
de ou d'amidon, des formes mul-
tiples d'enzymes ayant la méme
fonction catalytique mais une mobi-
lité différente dans un champ élec-
frique, du fait de variations de char-
ge ou de configuration spatiale.
L'intérét de ces isoenzymes repose
sur un déterminisme génétique
simple dans la plupart des cas de
variations, sur I'expression codomi-
nante des produits alléliques, I'ab-
sence d'interactions épistasiques et
la persistance de |'expression indé-
pendamment des conditions de mi-
lieu (PASTEWR et al., 1987).

Ses applications dans le domaine
de la génétique et de I'amélioration
des essences forestiéres sont variées
(FORREST, 1994). Elles peuvent
concerner, & titre d'illustration :

¢ ['analyse de la diversité géné-
tique inter- et infraspécifique,

o |'étude des régimes de reproduc-
tion,

e la taxonomie et l'identification,
voire la certification de matériel vé-
gétal (lots de semences, variétés,
clones...), ce qui permet d’expliquer
le nombre croissant des études de
polymorphisme enzymatique asso-
ciées & un programme d’améliora-
tion d'espéces tropicales.

Sur un plan pratique, comparative-
ment aux techniques de marqueurs
moléculaires de type génomique,
I'analyse par isoenzymes est relafi-
vement aisée, rapide, bon marché
et compléfe avantageusement, en
contrepartie d'un investissement ad-
ditionnel modique, les activités d'un
laboratoire de micropropagation en
tirant profit d'une partie des insialla-
tions et des équipements requis pour
celuii. ‘

ETAT D’AVANCEMENT
DES RECHERCHES
SUR LES ESPECES
ARBORESCENTES

TECTONA GRANDIS (TECK)

La micropropagation de semis de
teck germés in vitro s’est avérée utile
dans le cadre de la formation du
personnel local aux techniques in
vitro, qui a pu se familiariser avec le
comportement de ce type de maté-
riel dans ces conditions.

Plus fondamentalement, la micro-
propagation & partir de semis ger-
més en conditions axéniques in vitro
se justifie pour le teck, comme pour
bon nombre d'autres espéces, dans
le cas de lots de graines particulié-
rement précieuses disponibles en
quantité resireinte (origine bien par-
ficuliére, génotypes & haute valeur
génélique présumée, issus par
exemple de croisements contrd-
lés....). Le fort potentiel de multiplica-
tion des vitrométhodes est mis & pro-
fit pour augmenter rapidement les
effectifs de ces génotypes précieux,
d'autant plus aptes & se propager
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végétativement qu'ils sont frés juvé-
niles.

Les techniques mises au point de
désinfection des graines extraites
des fruits, environ une & deux
graines par fruit en moyenne, per-
mettent d'initier des cultures saines
avec des rendements de 80 %. Les
semis obtenus sont ensuite propagés
par microbouturage de noeuds, soit
en mélange [« Bulk propagation »},
soit en lignées clonales, en différen-
ciant les génotypes dés l'origine.

Le microbouturage peut également
se pratiquer a partir de segments no-
daux prélevés sur des pousses en
croissance, le cas échéant produites
par des frongons de branches forcés
(MONTEUUIS et al., 1995}, d'indivi-
dus sélectionnés in situ d'dge va-
riable, de jeunes semis de pépiniére
& des sujefs « Plus » de plusieurs di-
zaines d'années. Environ 30 % des
explants infroduits en culture primai-
re, aprés l'application de tech-
niques de désinfection appropriées,
réagissent positivement en produi-
sant des pousses axillaires in-
demnes de germes pathogénes,
quel que soit I'dge de I"ortet d’origi-
ne. Ces nouvelles pousses formées
in vitro sont rapidement ufilisées
pour constituer un nouveau cycle de
micropropagation selon un proces-
sus de subculiures « en cascade »
classique, la périodicité des frans-
ferts sur « milieu frais » variant de un
& un mois et demi, selon la disponi-
bilit¢ du personnel. Si les introduc-
tions primaires se font préférentielle-
ment en tubes de cultures pour
limiter les dommages causés par les
infections, le passage en bocaux de
culture (photo 1, p. 34) s'effectue
dés que possible afin d'augmenter
les rendements au repiquage, et
plus généralement de réduire les
colts de production en vue de I'ap-
plication & une échelle industrielle.
Dans cet esprit, nous nous sommes
également attachés & mettre au
point une fechnique de micropropa-
gation basée sur un seul milieu de
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MICROPROPAGATION PILOTE INDUSTRIELLE DE CLONES DE TECKS AGES : DU LABORATOIRE AU CHAMP
PILOT INDUSTRIAL MICROPROPAGATION OF MATURE TEAK CLONES : FROM LABORATORY TO FIELD

Photo 1 Photo 2

Photo 3
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culture adapté aux phases d'allon-
gement et de multiplication, sur le-
quel 80 % des tigelles s'enracinent
néanmoins spontanément. Mais indé-
pendamment du fait que les pousses
soient enracinées ou non en milieu gé-
losé in vitro, 'enracinement s’effectue
systématiquement en conditions horti-
coles, sous brumisation automatique
infermitiente — « mist system » — et
ombrage (photo 2), dans les condi-
tions décrites de macrobouturage
[MONTEUUIS ef al., 1995), en |'absen-
ce d'application de substances rhizo-
génes (« hormones de bouturage »).

A ce jour, plus de 20 000 boutures
de génotypes de teck dgés de 5 &
15 ans ont été ainsi produites et
acclimatées pour éfre plantées
(photo 3).

Les relevés moyens éfablis sur I'en-
semble de cet effectif confirment un
taux de multiplication in vitro « TM »
classiquement de type exponentiel
(BOULAY, 1985) pouvant étre défini
par TM=3"; n correspond au
nombre de sub-cultures de périodici-
t& allant de un & un mois et demi, et
& un rendement & |'acclimatation su-
périeur & 95 %. Les microboutures
acclimatées se développent rapide-
ment en pépiniére sous forme de
plants vigoureux et de belle qualité
pour les plantations. Il convient d'in-
sister sur le fait que les pertes entre
la sortie de la culture in vitro et de la
plantation n’excédent pas 5 %.

Il serait intéressant de comparer,
d’'un point de vue économique, les
techniques de propagation clonale
par micropropagation in vitro et par
bouturage horticole (MONTEUUIS ef
al.,, 1995) de génotypes Ggés de
tecks, toutes deux mises au point &
une échelle pré-industrielle dans le
cadre de notre collaboration avec
I.C.S.B.

Parallélement au microbouturage,
les études se poursuivent sur I'affine-
ment des fechniques de cultures
de méristémes primaires apicaux,
dont les avantages manifestes
(MARGARA, 1980 ; AUGE et dl.,

1982) ont été trés succintement ex-
posés antérieurement. La taille de
ces exirémités végétatives cauli-
naires excisées est comprise entre
300 et 350 um. D'ores et déjq, des
lignées « mériclonales » ou issues
d'un seul méristéme introduit sur mi-
lieu synthétique, en conditions asep-
tiques in vifro, ont été obtenues.

ACACIA MANGIUM

En verfu des arguments exposés
pour le teck, les possibilités de faire
germer, puis de micropropager in
vifro des semis d’Acacia mangium
ont aussi été festées. 80 % des
graines inftroduites aprés désinfec-
tion donnent naissance & de jeunes
plants qui sont ensuite microboutu-
rés. le matériel disponible en
grandes quantités est utilisé pour la
mise au point des milieux de cultures
devant permettre de conserver et de
multiplier des souches durant plu-
sieurs années.

Les techniques de micropropagation
& partir de sélections in situ ont es-
sentiellement été appliquées & des
génotypes matures, dgés de 4 &
15 ans. Le matériel introduit en cul-
ture primaire, aprés avoir été soumis
d des protocoles de désinfection
adaptés, consiste en des segments
nodaux provenant de pousses en
cours d'élongation {photos 4 et 5).

Les observations effectuées & I'issue
de plusieurs introductions indi-
quent :

e De grandes différences de réacti-
vité in vitro entre génotypes de
méme dge (4 ans), de méme prove-
nance et infroduits en culture rigou-
reusement dans les mémes condi-
tions ; & titre d'illustration, 18 mois
aprés infroduction, certains clones
étaient représentés par 500 micro-
boutures, alors que d’autres avaient
disparu pour cause de dégénéres-
cence.

e Un lien enire ces différences de
réactivité in vitro, en termes de ca-
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pacités organogéniques, et la pré-
sence de bactéries vraisemblable-
ment d’origine endogéne, qui ap-
paraissent aprés un nombre de
subcultures plus ou moins élevé chez
les clones les moins réactifs.

¢ Une apiitude & la micropropaga-
tion trés inférieure globalement &
celle du teck, du moins dans les
conditions expérimentales testées &
ce jour.

Les milieux de culture adoptés per-
metfent dés & présent de subculiiver,
tout en les multipliont, des clones
issus de génotypes matures d'Aca-
cia mangium. les modifications de
morphologie foliaire au fil des sub-
cultures laissent augurer un rajeunis-
sement progressif de cerfains
clones, en dépit d’une variabilité in-
traclonale encore notable pour ce
caractére morphologique. La méme
constatation s'applique & la rhizo-
genése adventive, avec |'apparition
d’enracinements spontanés sur des
milieux non congus pour favoriser ce
type d’organogenése.

Au fil des subcultures, ce rajeunis-
sement devrait se confirmer, avec
un accroissement de la capacité or-
ganogéne des clones sélectionnés,
pour permettre d'aboutir rapide-
ment & ['acclimatation en pépiniére
de plusieurs centaines de tigelles
clonées qui seront festées au
champ.

Pour fenter de résoudre ces pro-
blémes de baciéries « endogénes »
entravant la micropropagation de
certains clones, nous avons cherché
& développer la culture d’apex (200
& 300 um} de tige, le méristéme
stricto sensu  d'Acacia  mangium
étant irop petit {40 & 50 um, en
moyenne] pour garantir  des
chances de succés suffisantes aprés
excision en conditions in vifro. De-
vant le manque de réactivité des ex-
plants & l'allongement aprés la
phase d'initiation sur milieux synthé-
tiques gélosés, nous nous sommes
orientés vers le microgreffage

Y

d’apex dont les atouts ont déja été
présentés (JONARD, 1986).

La technique de microgreffage mise
au point permet de cloner par gref-
fage des sujets Ggés sélectionnés in
situ aprés prélévement de greffons
dans le houppier, contrairement aux
techniques de greffage horticole
dont le succés reste frés dépendant
de |'ége du matériel greffé. Un total
d’environ 300 microgreffes effec-
tuées indique que si la soudure entre
le semis in vitro porte-greffe et I'apex
intervient dans 60 % des cas, assu-
rant la survie du génotype micro-
greffé, seuls 40 % de ces greffes
réussies s'allongent dans les deux
mois suivant le greffage {photo 6).
Cefte hétérogénéité en matiére d'al-
longement des greffons a dé&ja été
constatée pour bon nombre d'es-
péces.

les greffons allongés ont permis
d‘initier de nouvelles cultures des gé-

notypes

mafures  sélectionnés.

Jusqu'd présent, ces culiures issues
de microgreffes se sont avérées in-
demnes de bactéries endogénes,
conformément aux espérances.

Si certaines de ces microgreffes
sont utilisées comme pieds-méres
miniatures in vitro pour initier de
nouveaux cycles de micropropaga-
tion, d'auires ont été acclimatées
en pépiniére. Elles seront utilisées
comme pieds-méres plus conven-
tionnels en conditions horticoles
pour les clones sélectionnés dgés,
avec une réactivité au bouturage
vraisemblablement accrue par la
technique de microgreffage dontils
sont issus.

ETAT
D’AVANCEMENT
DES RECHERCHES
SUR LES ROTINS

MICROPROPAGATION

Les techniques de micropropagation
en conditions de culture in vitro de-
meurent & ce jour le seul moyen de
propager végétativement, et surfout
de cloner, les espéces de rofins stric-
tement monocaules, telles que Calo-
mus manan, d'intérét économique
majeur (NASI, MONTEUUIS, 1992).
les vitrotechniques peuvent &ire
mises & profit également pour accé-
lérer la multiplication clonale des es-
péces multicaules telles que Cala-
mus  subinermis  ou  Calamus
merrillii. Comme pour les espéces
arborescentes, la multiplication de
semis, ou plus couramment d’em-
bryons excisés, se justifie également
pour accroitre les effectifs de lots de
graines intéressantes d'un point de
vue spécifique ou infraspécifique
(provenances ou descendances par-
ticuliéres), mais initialement peu re-
présentées.

Si l'utilisation des vitrométhodes
pour la production en masse de vi-
troplants de rotins destinés & des
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plantations industrielles parait au-
jourd’hui difficilement concevable,
essentiellement pour des raisons
économiques (NASI, MONTEUUIS,
1992}, la micropropagation n'en
reste pas moins un atout intéressant
pour les programmes d'améliora-
tion. En effet, la possibilité de pro-
pager végétativement des géno-
types peut étre mise & profit pour
approfondir les particularités biolo-
giques et génétiques des diverses
espéces en fonction de I'environne-
ment : interaction site X génotype,
appréciation de |'héritabilité (sens
large)... ainsi que pour I'établisse-
ment de vergers & graines, éven-
tuellement clonaux, en mettant &
profit I'allogamie stricte de ces es-
péces.

C. manan, C. subinermis et C. merrillii,
espéces & plus haute valeur mar-
chande, ont été essentiellement étu-
diées du fait de leur caractére prio-
ritaire pour nofre partenaire.

Une séquence de milieux concer-
nant la germination, I'induction-ini-
tiation de bourgeons, le dévelop-
pement en pousses des bourgeons
initiés et, finalement, |'enracine-
ment, a été mise au point. La mé-
thodologie acquise, sans nul doute
perfectible, permet d’obtenir 90 &
100 % de germinations & partir
des embryons zygotiques extraits
manuellement de la graine, en
conditions d'aseptie. les bour-
geons initiés se développent en
pousses dans des bocaux pour
prendre 'aspect de touffes comp-
tant parfois jusqu’a 62 tigelles vir-
tuelles & partir d'un seul embryon
initial {photo 7). Aprés séparation
de la touffe-mére, ces pousses s'en-
racinent in vitro dans des propor-
fions variant enfre 75 et 80 %
avant d'étre acclimatées en pépi-
niére dans les conditions décrites
antérieurement.

A ce jour, cefte fechnique a déja
permis de produire et d’acclimater
en pépiniére plusieurs centaines de
tigelles de C. manan.

Plus récemment, afin de s’affranchir
des contraintes liées & la mise en cul-
ture des embryons qui doivent étre
excisés pour étre introduits in vifro
dés que possible aprés la récolte
des fruits, des semis de pépiniére
&gés de quelques mois ont été utili-
sés comme source d'explants pri-
maires. Ces semis sont disponibles
tout au long de I'année & la pépi-
niére de Luasong (NASI, MONTEUUIS,
1992). En outre, ce type de matériel
s'apparente dans une certaine me-
sure aux pousses collatérales ou
axillaires produites par les espéces
multicaules et ufilisées & des fins de
clonage d'individus matures, lais-
sant présager cerfaines similitudes
dans la recherche de protocoles
adaptés.

Lla capacité des espéces multi-
caules, C. merrillii surtout, & initier
des bourgeons dans les conditions
expérimentales actuelles, est, en
toute logique, bien supérieure d
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celle de C. manan. Les phases ul-
térieures de culture s'apparentent
& la méthodologie exposée précé-
demment pour les embryons exci-
sés.

Les risques inhérents & la mise en cul-
ture de I'unique mérisiéme apical
des espéces monocaules, sans autre
alternative que de sacrifier le plant
pour prélever ce méristéme profon-
dément situé au centre de feuilles en-
gainantes, nous ont incités & explo-
rer les possibilités de néoformations
(BIGOT, 1980 ; MARGARA, 1982). I
semble au vu de la littérature et des
premiéres expérimentations que le
stade cal soit un préalable inévi-
table. Des premiéres réponses en-
courageantes ont été obtenues d
partir de sections de folioles et de
pointes racinaires du matériel déja
infroduit. Les observations pro-
chaines devraient nous renseigner
sur les potentialités organogénes de
ces premiers cals.
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ANALYSE DE DIVERSITE
GENETIQUE
PAR ELECTROPHORESES
D’ISOENZYMES

L'une des priorités du programme
d‘amélioration génétique sur les ro-
tins, dans le cadre de ce projet,
concerne les actions de conserva-
tion ex situ pour les principales es-
péces commerciales (GARCIA ef al.,
1994 ; Auovysius, BoN, 1995), a
SQVoIr :

o Calamus manan,

o Calamus subinermis,

o Calamus caesius,

o et Calamus frachycoleus.

les récoltes de fruits initiées dés
1989 (NASI, MONTEUUES, 1992) et
poursuivies en 1993 (GARCIA ef al.,
1994) dans les aires d’origine et les
plantations ont permis détablir &
Luasong des parcelles conserva-
toires récapitulées dans le tableau
suivant {d'aprés ALLOYSIUS, BON,
1995).

La variabilité infraspécifique des
principales espéces de rofins est
évaluée par des essais comparatifs
de provenances, et plus particuliére-
ment de descendances, couvrant

une superficie d'au moins 11 hec-
tares dans des conditions écolo-
giques trés hétérogénes simulant un
écosystéme presque naturel (NAS,
MONTEUUIS, 1992). Ces essais sont
analysés par des marqueurs mor-
phogénétiques fels que 'accroisse-

ment annuel de la canne et le
nombre moyen de tiges par plant
pour les espéces multicaules. Néan-
moins, sur I'ensemble des critéres sé-
lectionnés, les premiéres séries
d’analyses des essais descendances
n‘ont pas mis en évidence d'effet si-
gnificatif, exception faite de Cala-
mus caesius [ALLOYSIUS et al.,
1995).

Il nous a paru opporiun de fenter
d’enrichir ces premiéres observo-
tions sur la diversité génétique de
ces espéces par celles obtenues au
moyen de marqueurs « neures » de
type isoenzymes. Une subvention
CEE-DGXI (contrat B9/1/4-3048/
1059} a permis la mise en ceuvre de
cette technologie dans le laboratoi-
re de Tawau.

Une méthodologie d’extraction et
d'électrophorése isoenzymatique a
été appliquée pour la premiére fois
avec succés O des feuilles plus ou
moins dgées de diverses especes de
rofins.

Un protocole simple de conserva-
tion des échantillons foliaires a été
proposé dans |'optique des
longues prospections de rotins sur
le terrain pour lesquelles on ne bé-
néficie pas toujours d’enceinte ré-
frigérée et encore moins de lyophi-
lisateur |

Chez ces espéces dioiques, |'inférét
de pouvoir mener & bien les analyses
& partir de fevilles, au liev des jeunes
germinations exclusivement utilisées

(Kahmonton)

{"‘C:,‘:kfrdcll‘?yéd[éus; i
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jusqu’alors, est manifeste & plusieurs
points de vues, entre autres :

e accés & l'information sur n'impor-
fe quel individu, sans contraintes de
temps ni d'espace, quels que soient
son sexe ef son dge,

o méthode non destructive garantis-
sani I'intégrité et la pérennité de |'in-

dividu.

Les supports d'électrophorése sont
de type acrylamide et amidon et
les différentes enzymes utilisées en
routine sont jusqu’d présent au
nombre de dix. Il s'agit des adé-
nylate kinases [AK), alcool déshy-
drogénases  (ADH), estérases
(EST), glucose-6-phosphate déshy-
drogénases (G6PDH),  héxoki-
nases (HK), isocitrate déshydrogé-
nases {IDH), nicotinamide adénine
dinucléotide  déshydrogénases
(NADHDH), phosphoglucoisomé-
rases (PGl), phosphoglucomutases
(PGM}, shikimate déshydrogé-
nases (SKDH).

En I'absence de descendances de
croisements contrdlés entre parents
génétiquement connus, des hypo-
théses quant au déterminisme géné-
tique ont été formulées sur base de
I'analyse des descendances mater-
nelles obtenues en fécondation libre
(photo 8) et des données de la litié-
rature.

13 et 15 loci putatifs de 8 systémes
enzymatiques analysés ont été iden-
tifiés pour Calamus manan et Cala-
mus  subinermis  respectivement
(BON ef al., 1995). Les paramétres
d‘analyse de diversité génétique et
de sa distribution ont été estimés &
I'aide du logiciel Biosys-1.

Le nombre moyen d'alléles par locus
pour toutes les populations confon-
dues est de 2,5 pour les deux es-
péces. Le pourcentage moyen de
loci polymorphes est de 85 % pour
Calamus manan et de 77 % pour
Calamus subinermis. Il est intérés-
sant de souligner que le caractére
« endémique » (Sabah, Bornéo et
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les lles Palawan, Philippines) de
Calamus subinermis lui conférerait
une variabilité génétique avec
He = 0,47 du méme ordre que celle
de Calomus manan, & distribution
beaucoup plus étendue (Malaisie
péninsulaire et Sumatra, Indonésie).
Toutefois, la diversité génétique de
Calamus manan est trés probable-
ment sous-estimée du fait de la struc-
ture de la collection actuelle, avec
une majorité de plantations pros-
pectées et une aire de distribution
de I'espéce imparfaitement couver-
te, limitée & la Malaisie péninsulaire

(BON et al., 1995).

Les résultats obtenus montrent une
structuration de la variabilité géné-
tique chez Calamus manan,
contrairement & Calamus subiner-
mis qui ne présente pas de diffé-
renciation génétique des popula-
tions de la céte ouest du Sabah
{photo 9).

L'absence de structuration des po-
pulations de Calamus subinermis
devrait &fre infirmée ou confirmée
par les informations obtenues sur les
populations de I'est du Sabah.

Il est intéressant de noter que ces
deux espéces, bien que différentes
du point de vue de leur distribution
géographique et de leur niche éco-
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logique, d’aprés DRANSFIELD et
MANOKARAN {1993}, présentent
certaines similitudes quant & leur va-
riabilité génétique intraspécifique.
Toutefois, il devrait éire possible de
donner une figure plus précise de la
variabilité génétique et de sa struc-
turation au moins pour ces deux es-
péces de rotins aprés avoir complé-
té les collections existantes, dans le
cadre d'un projet CEE {STD3) fédé-
rant, enire autres, différents orga-
nismes de recherches malaisiens.

Les travaux en cours devraient per-
metire d’apporter des précisions sur
les relations phylogéniques entre les
principales espéces commerciales
de Calamus de la péninsule malai-
sienne et de Bornéo.

Enfin, ces recherches devraient nous
renseigner sur 'impact de la défo-
restation et de la fragmentation de
la forét tropicale sur la diversité gé-
nétique des rotins, dont les consé-
quences négatives ont déja été
mises en évidence pour d'autres es-
péces tropicales (BAWA, 1994).
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Avu terme de deux ans d’activités, le
laboratoire de Biotechnologies fo-
restiéres  commun  CIRAD-Foréi/
1.C.5.8.de Tawau a généré un cer-
tain nombre de résultats originaux
d’un point de vue scientifique, bien
qu'ils soient orientés vers le déve-
loppement. L'accés & des publica-
tions de niveau international d’'une
part, la production et I"acclimatation
de plusieurs milliers de vitroplants
d'autre part, ['attestent conformé-
ment & l'esprit Recherche-Dévelop-
pement qui soustend ce projet.

Cette expérience du Sabah tend &
illustrer que les biotechnologies peu-
vent répondre rapidement aux af-
tentes d'un partenaire en matiére de
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duits & diverses fins, s'en frouvent aussi
grandement facilités. Le fossé entre les
biotechnologies et le ferrain, & juste
fitre souvent dénoncé, tend & se com-
bler pour évoluer vers une osmose sou-
haitable. La contrepartie peut éfre des
problémes accrus de gestion et de
maintenance dudit laboratoire, en
fonction des conditions d'environne-
ment. Ces aspects, qu'on ne saurait
sous-esfimer, restent malgré tout ac-
ceptables dés lors qu'il s'agit de la
réussite du projet.

> Marie-Claude BON
Olivier MONTEUUIS
Projet CIRAD- Fore /| C. 39%
91017 TAWAU (Sabah)
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RESUME
BIOTECHNOLOGIES FORESTIERES AU SABAH

Premier bilan
A lissue de deux années d'activités, le laboratoire commun CIRADorét / Innoprise Corporation Sdn Bhd {.C.5.8.) de biotechnologies ap-
pliquées aux espéces forestiéres a généré un certain nombre d'acquis dans un esprit de Recherche trés finalisée vers le Développement.
La micropropagation et I'analyse par électrophoréses d'isoenzymes ont &té les technologies préférentiellement développées sur une
gamme d'espéces décidée d'un commun accord, en tenant compte des objeciifs de plantations de nofre partenaire malaisien.
Des protocoles de micropropagation ont permis de produire et d'acclimater plusieurs centaines de vitroplants de rofins (Calamus manan)
et plusieurs milliers de tecks (Tectona grandis). Une technique de microbouturage de masse a été mise au point pour cette derniére es-
péce permeftant la production industrielle de vitroplants clonés & parir de génotypes gés. Conjointement, de nouvelles méthodes en
vue de cloner des sujets matures ont 616 développées pour d'autres espéces, telles que le microgreffage d'apex pour Acacia mangium.
L'analyse par les isoenzymes de différentes populations de Calamus manan et de Calamus subinermis a permis d‘obfenir des premiéres
informattions sur la variabilité généfique, et sa structuration, de ces deux espéces de rofins & haute valeur commerciale. Bien que
Calamus subinermis et Calamus manan présentent foutes deux une variabilité génétique importante de méme ordre {He = 0,47), la dif-
férenciation génétique des populations festées n'a pu &ire mise en évidence que pour Calamus manan.
Mots-dlés : Acacia mangium. Biotechnologies. Calamus sp. Variabilité génétique. Isoenzymes. Malaisie. Micropropagation, Tectona grandis,

ABSTRACT
FOREST BIOTECHNOLOGY IN SABAH
Initial report
During s first twoyear period of activities, the joint CRADForét / Innoprise Corporation Sdn Bhd [1.c.5.8.) forest biotechnology labora-
fory has been producing noticeable results in a development oriented research programme.
Micropropagation and isoenzyme analysis were the two main technologies specifically developed on a choice of species selected by
mutual agreement, taking info account the plantation objectives of our Malaysian partner.
Micropropagation protocols were developed, giving rise to the production and acclimatization of several hundred fissue-culture-issued
rattan (Calamus manan) plants, in addition fo several thousand teak plantlefs. A mass micropropagation technique was established for
this latter species for mass-producing cloned fissue culiure plantlets from mature genotypes. Concurrently, new methods with a view to
cloning mature selected individuals of other species were developed, such as shoot apex micrografting of Acacia mangium.
Isoenzyme analysis of different populations of Calamus manan and Calamus subinermis helped to obtain some initial information about
the genefic variation within and among populations of these two species of high market value rattan. Although Calamus subinermis and
Calamus manan both showed a high genetic variability of similar level {He = 0.47), the various populations investigated displayed si-
gnificant genetic differences only for Calamus manan. " _
Key words : Acacia mangium. Biotechnology. Calamus sp. Genefic variation. Isoenzymes. Malaysia. Micropropagation. Tectona grandis.

RESUMEN
BIOTECNICAS FORESTALES EN EL SABAH

Balance preliminar
Al término de dos afios de actividades, el laboratorio com(n CRAD-Forét / Innaprise Corporation Sch Bhn {L.c.5.B.) especializado en bio-
tecnologia aplicada a las especies forestales ha generado cierto nimero de experiencias en un espiritu de investigacién perfectamen-
fe orientada hacia el desarrollo en las prolongaciones finales.
La micropropagacién y el andiisis por electroforesis de isoenzimas han consfituido las tecnologias desarrolladas preferentemente acerca de
una gama ds especies decidida de comin acuerdo, teniendo siempre en cuenta objefivos de plantaciones de nuestro asociado malayo.
Los protocolos de micropropagacién han permitido producir y aclimatar varios cientos de vitroplantas de rota (Calamus manan] asi
como varios miles de tecas (Teclona grandis). Se ha desarrollado una técnica de microrreproducién por estacas para esta Gltima es-
pecie, que permite la produccion industrial de vitroplantas clonadas a partir de genotipos de cierta edad. Conjuntamente, se han de-
sarrollado nuevos méfodos con objeto de clonar sujetos maduros para ofras especies, como, por ejemplo, la microrreproduccién de
Gpex para Acacia mangium.
El andlisis por los isoenzimas de diversas poblaciones de Calamus manany de Calamus subinermis ha permitido obfener informaciones
preliminares acerca de la variabilidad genéfica, asf como de su estructuracién, de estas dos especies de rofas de gran valor comercil.
A pesar de que Calamus subinermis y Calamus manan permiten ambas una variabilidad genéfica importante de mismo orden
(He = 0,47), la diferenciacion genéfica de las poblaciones examinadas tnicamente se ha podido llegar a evidenciar af tratarse de
Calamus manan.
Palabras clave : Acacia mangium. Biotecnologia. Calamus sp. Diversidad genéfica, Isoenzimas. Malasic. Micropropagacién. Tecfona grands,
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FOREST BIOTECHNOLOGY IN SABAH

Initial report

Joint Research and Development Project between CIRAD-Forét
and Innoprise Corporation Sdn Bhd “Plant Biotech Unit”

The “Plant Biotech Unit" is the second re-
search and development project initiated
as part of the collaboration between CRAD-
Forét and Innoprise Corporation Sdn Bhd
(L.C.5.8.), o major Malaysian forest compa-
ny of Soboh, East Malaysia, northern
Borneo. Although the seffing up started in
mid 1991, the biotechnology laboratory lo-
cated in Tawau, on the east coast of
Sabah, has only been operational since
late 1992. The main objective of this labo-
ratory is o develop biotechnology capabi-
lities for direct transfer to field or for com-
mercial fransactions. One of its main roles
is to support Luasong Foresiry Centre re-
search and development programmes, in
close connection and in a synergic way
with the Plant Improvement and See
Production Unit [p.S.P.).

PRIORITY SPECIES AND RELEVANT
BIOTECHNOLOGIES

The choice of species and relevant biotech-
nologies to work on in the laboratory was
made taking into account the objectives of
1.c.5.B., and the limiafions of the existing
facilities and more conventional techniques
in Luasong to fulfill these objectives, accor-
ding to the species.

Tectona grandis (teak) and Acacia
mangium were consistently identified
as the most inferesting arborescent spe-
cies fo concentrate on, in addition to
Calamus manan, C. subinermis and C.
merrillii as far as ratians, priority spe-
cies for ICSB, were concerned.

As regards biotechnologies, micropro-
pagation through axillary budding from
microcuttings was preferably developed
as the most appropriate in vitro vegetati-
ve propagation method to fulfill our ob-
jectives, while preference was given to
isoenzyme elecirophoresis for analysing
the genetic diversity of ratian species.

MAIN RESULTS WITH ARBORES-
CENT SPECIES

On teak, about 80 % of the seeds inocula-
ted affer extraction from fruit followed by
proper disinfection, and 20 to 30 % on

MARIE-CLAUDE BON and OLIVIER MONTEUUIS

average of the disinfected nodal explants
collected from mature clones gave rise to
contaminationdree cultures. Regardless of
the origin, the in vitro developed micro-
shoots could be further micropropagated
according to an exponential multiplication
rate of x3 every 1 fo 1.5 months with insig-
nificant mortality and degeneration, using
a sole culture medium. The microshoots
produced in vitro were easily acclimatized
fo outdoors, first with nursery condifions,
under shade and automatic mistsystem,
with more than 95 % success rate. To date,
more than 20 000 cloned plantlets from
mature feak genotypes have Eeen thus pro-
duced through this industrial and low cost
technology, developing rapidly into vigo-
rous and fruedodype vegetative offspring.
At the same time, work on shoot apical me-
ristem culiure was pursuing giving rise fo
meristem-issued clonal lines.

In the same way as for teak, 80 % of
Acacia mangium seeds inoculated in in
vitro conditions after special freatment
preduced healthy cultures that could be
further  micropropagated.  Although
weaker overall than for teak, the orgo-
nogenic potential for micropropagation
of mature A. mangium oriets from
nodal explants was observed to vary a
lot according fo the genotype, and
could be very severely affected by en-
dogenous bacterium  contaminations.
Applying suitable profocals, several
thousand microshoots were produced
for the most responsive of the mature
clones infroduced, which displayed
some signs of rejuvenation such as ju-
venilelike leaves or capacity for spon-
taneous roofing. In order fo try to over-
come endogenous  contamination
problems, a shoot apex in vifro micro-
grafting technique was developed giv-
ing rise to 60 % success on average.
40 % of these successfully established
micrografts from mature genotypes re-
sumed growth within 2 months after mi-
crografting. So far, the new cultures ini-
fiated from these micrograftissued
shoots have not revecled any sign of
endogenous bacterium contamination.

Some of these cloned micrografts were
acclimafized to outdoors, in nursery
conditions, to be uiilized as responsive
stock plants for further clonal propaga-
tion through cuttings.

MAIN RESULTS WITH RATTAN SPE-
CIES

Tissue culture technology has to be consi-
dered so far as the only means of vegetati-
vely propagating or cloning single stem rat-
fan species. It can be very helpful foo for
intensifying clonal or mass vegefative pro-
pagation of multiple stem rattan species.
Different protocols and culture medium se-

uences suitable for embryo germination,
shoot development as well as shoot muli-
plicafion, and adventitious rooting were
developed for Calamus manan, C. subiner-
mis and C. merrillii, the highest market
valve rattan species. Several hundred C.
manan tissue cullure plantlets were then
successfully acclimatized in nursery condi-
tions after in vitro rooting with success rates
of 7580 %. Meanwhile, experiments on
adventiious shoot formation and somatic
embryogenesis from leaves and root fips
were progressing. ’

In addition to and in close connection
with PISP activities on seed collections
and conservation plot establishment of
various origins of different rattan spe-
cies, isoenzyme electrophoresis fechno-
fogy was successfully developed on
young ratian germinations and leaf
portions irrespective of their age. This
allowed to obtain inifial information as
regards the genetic variation within
and among populations of Calamus
manan and Calamus  subinermis,
Although Calamus subinermis  and
Calamus manan both showed a high
genetic variability of similar level (He =
0.47), the various populafions of
Calamus manan investigated only dis-
played significant geneti¢ differentia-
fion. More complete information is ex-
pected from additional seed collections
planned to be carried out in the near fu-
ture in the framework of an ongoing
STD 3 EEC project.
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