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Une application typique des outils
de tracabilitée : la filiere merrain

il | 1
Chauffe des tonneaux pour le cintrage et I'acquisition des arémes de cuisson...

Le contexte

Depuis 20 ans, la demande en merrain
connait une augmentation constante :
c'est la conséquence du renouveau,
tant en France qu'a I'étranger, de la
pratique de I'élevage des vins en fits
neufs. Le chéne francais est le plus
réputé en tonnellerie, et singuliere-
ment lorsqu'il est issu de certains
« crus », tels que Troncais dans I'Allier,
mais encore Bertranges (Nievre),
Citeaux (Céte de d'Or), Darney
(Vosges), Jupilles (Sarthe)...

Sous la pression de la demande, on
assiste a une diversification des appro-
visionnements en  bois : chéne
d'Europe centrale et orientale, chéne
américain, chéne de foréts privées fran-
caises. Dés lors, il peut devenir tentant
pour des intermédiaires peu scrupu-

résumé

Dans la filiere forét-bois, une application
trés concrete des outils moléculaires et
des travaux de description de la diversité
génétique des arbres est la contribution a
une tracabilité du bois de chéne de ton-

*Voir glossaire p 117

leux, de vendre pour du chéne francais,
voire méme pour du « Trongais », du
chéne acheté en Europe de I'Est... On
entend aussi parler de chéne de « type
Troncais », c'est-a-dire de chéne a
« grain fin » (faibles accroissements
annuels) mais dont l'origine géogra-
phique n’est pas précisée.

Face a cette confusion, des recherches
ont été conduites en vue d'étudier I'im-
pact de l'origine géographique et
botanique du chéne sur les caractéris-
tiques organoleptiques (odeur, go(t,
couleur, aspect) des vins élevés en f(ts
neufs. Les résultats de ces expérimen-
tations ont montré des différences tout
a fait perceptibles, confortant ainsi la
demande de certains utilisateurs, qui
souhaitent avoir une garantie de |'origi-
ne du bois utilisé en tonnellerie

nellerie, sous forme de tests ADN. Les tra-
vaux les plus avancés concernent la mise
en place d'un test de conformité d'un lot
de bois de merrain avec une origine géo-
graphique (origine frangaise, voire confor-
mité avec un massif forestier donné),
gréce a ['utilisation de 'ADN résiduel pré-
sent dans le bois. Il est également envisa-

Tonnellerie Francois Fréres Saint-Romain

(Chatonnet, 1995 ; Feuillat, 1996 ;
Doussot, 2000 ; Naudin et Pauget,
2002 ; Richard, 2003). La principale
demande de produits bien identifiés
concerne |'origine  géographique
(chéne francais, massifs forestiers), mais
une différentiation des espéces (chéne
sessile ou chéne pédonculé) est parfois
envisagée et semble tout a fait justi-
fiée, car le bois des deux chénes diffe-
re sensiblement au niveau de leurs pro-
priétés physiques et chimiques qui se
manifestent au travers des caractéris-
tiques sensorielles des vins élevés en
fats neufs (Feuillat, 1996 ; Doussot,
2000 ; Naudin et Pauget, 2002). Une
valorisation pourrait étre effectuée au
travers de certifications type indication
géographique protégée (IGP) ou de
labels. On peut déja citer la marque
« fat de tradition francaise » certifiée

geable de suivre des arbres individuelle-
ment ou d'identifier les essences bota-
niques. Toutes ces techniques devraient a
terme, associées a un suivi « papier »
plus classique de ['origine des lots de
bois, permettre une meilleure valorisation
du travail du forestier pour le bénéfice de
[a filiere viti-vinicole.
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Chéne sessile de qualité trancha-
ge et merrain en forét domaniale
de Trongais

par le Centre Technique du Bois et de
I'’Ameublement (CTBA) qui stipule
notamment que les chénes utilisés doi-
vent étre d'origine francaise.

Dans ce contexte (risques de fraudes
sur l'origine, choix du bois au travers
de l'espéce et de l|'origine géogra-
phique...), un besoin d’outils de traca-
bilité du bois est apparu, destiné non
a se substituer a la tracabilité « docu-
mentaire » habituelle (identification
par code et suivi papier des lots de
bois de la forét au tonneau) mais a la
compléter (contréle de tracabilité). Les
chercheurs se sont particulierement
attachés a développer des tests géné-
tiques, qui se sont progressivement
imposés comme outils de tracabilité et
d'identification. Parmi les trois ques-
tions susceptibles d'intéresser la
filiere : différentiation des grandes

abstract

A concrete application of molecular
tools and of population studies on
genetic diversity in forest trees is the
traceability of the oak wood used by
the barrel industry, using newly deve-

* Voir glossaire
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zones géographiques a I'échelle de
|'Europe, des massifs forestiers en
France et des deux principales espéces
de chénes européens, les efforts ont
porté surtout jusqu'ici sur la conformité
avec une origine francaise (encadré), a
la demande notamment de la
Fédération francaise de la tonnellerie
qui a soutenu ces travaux. Mais des
perspectives existent pour répondre
aux autres demandes telles que |'iden-
tification de I'espéce ou la conformité
avec la forét d'origine. L'Office national
des foréts et I'Inra de Bordeaux-Cestas
ont cherché a mieux caractériser cer-
tains de ces grands massifs forestiers
domaniaux et a améliorer la précision
des tests existants. La présente contri-
bution fait le point sur ces acquis et les
limites des tests génétiques en vue de
répondre a ces différentes questions.

Les tests génétiques sur bois
de chéne

L'analyse de la diversité génétique* de
I’ADN* des arbres a permis d'identifier
les régions du génome* (noyau de la
cellule ou chloroplaste*) les plus utiles
pour ces travaux. Chez les chénes, le
chloroplaste est caractérisé par une
hérédité* maternelle (transmission par
I'ovule et non par le pollen) et n'est
donc disséminé d'une génération a
I'autre que par les glands. Cette parti-
cularité se traduit par une différentia-
tion génétique* trés importante entre
populations* et entre régions. Au
contraire, I'’ADN nucléaire provient des
deux parents dont les caractéres sont
recombinés ; il est souvent trés
variable et se préte donc a l'identifica-
tion d'individus. Toutefois, des combi-
naisons de plusieurs marqueurs
nucléaires* mettent en évidence des
structurations géographiques ou spéci-

loped DNA tests. The most advanced
studies deal with the conformity of the
geographic origin (conformity with a
French origin or with a particular
stand), using residual chloroplast
DNA present in the wood. Identifying
individual trees and species is also

fiques parfois fortes de cette diversité
génétique (Bodénés et al., 1996).

Une difficulté propre a ce type d'ana-
lyse a partir de merrain tient a la
dégradation de I’ADN dans le bois.
En effet, seul le duramen ou bois de
coeur exclusivement constitué de tis-
sus morts est utilisé lors de la fabri-
cation des merrains. Dans le bois
mort, il ne persiste que des frag-
ments d’ADN dégradés, de petite
taille. Cet ADN peut étre isolé puis
purifié et enfin multiplié afin de dis-
tinguer les différents variants*. La
possibilité d'exploiter ces fragments
d’ADN a partir de bois mort est une
premiére mondiale du laboratoire de
génétique de I'INRA Bordeaux
Cestas (Dumolin-Lapégue et al.,
1999 ; Deguilloux et al., 2003).

Possibilités d'application des
tests ADN dans la filiére
« merrain »

Nous allons maintenant présenter les
acquis et les limites actuelles des
recherches sur le polymorphisme*
génétique chez les chénes en vue de
leurs applications a I'identification de
I'origine géographique et botanique
(ou au contréle de tracabilité) des bois
de merrain.

L'Inra a entrepris depuis plusieurs
années une vaste campagne d'étude
de la diversité génétique des chénes
européens (Petit et al., 2002a). Chez
ces especes, |l'analyse du polymor-
phisme de I'’ADN a permis de révéler
plusieurs régions génomiques perti-
nentes selon la question posée :
identification d'espéces, conformité
avec une origine géographique ou
encore discrimination d'individus
(arbres).

conceivable. In the future, all these
techniques, combined with traditional
administrative monitoring of the ori-
gin of wood staves, should better
valorise forest resources and their sus-
tainable management for the benefit
of wine production network.



Principe du test de conformité

Le principe de ce test consiste a comparer |'empreinte génétique* d'un
échantillon d'origine suspecte a celle d'autres échantillons de référence
correspondant a l'origine annoncée, issus d'une base de données représentative
de la variabilité des espéces. La pertinence du résultat du test est en grande
partie dépendante de la représentativité de cette base de référence. Il est
important de noter le caractére asymétrique de ces tests dits de « conformité ».
L'hypothese testée est : « L'échantillon est-il conforme a l'origine annoncée 7 ».
Il ne s'agit donc pas de répondre a la question : « D’ou vient cet échantillon ?»,
bien qu'il soit parfois possible de circonscrire plus ou moins (par exemple a
I'échelle du continent : Europe occidentale, centrale, orientale) I'origine
géographique d'un lot. Si la conformité avec une origine donnée est rejetée,
alors la fraude est avérée, et c'est bien cela qui est important (on peut chiffrer
le risque pris en déclarant le lot non conforme).

A contrario, si I'hypothése de conformité n'est pas rejetée, aucune conclusion
n'est possible : on ne peut pas prouver que le lot vient bien de tel endroit.
Evidemment, si le nombre d'origines est restreint, on peut aboutir a une
attribution par « élimination » de toutes les alternatives. Une difficulté de ces
tests est que I'on ne peut le plus souvent considérer qu'un lot de bois testé a
été récolté de maniére représentative dans un peuplement ou dans une région
donnée. Cela signifie qu’on ne peut assimiler ce lot a un échantillon tiré de
I'« urne France » dans laquelle on aurait auparavant bien mélangé tous les
variants possibles. Nous verrons que la connaissance précise de la composition
génétique des massifs forestiers permet d'augmenter sensiblement le pouvoir
d'exclusion de ce test.

Conformité de I'origine géographique
des chénes a merrain a I'échelle des
grandes régions d’Europe : Europe de
I'Ouest (chéne francais) / Europe de I'Est.

L'étude de la variabilité de I’'ADN chloro-
plastique* des chénes blancs, représen-
tés en France par quatre espéces (chéne
sessile, chéne pédonculé, chéne pubes-
cent, chéne tauzin) et en Europe par huit
espéces, a été conduite a I'échelle de I'ai-
re de distribution européenne par un
consortium de 16 laboratoires. Au total,
2 613 peuplements, dont 878 pour la
France, ont été échantillonnés, permet-
tant d'établir une carte génétique* de
I'Europe avec un maillage d'au moins
50 x 50 km (Petit et al, 2002a). Cette
carte continue régulierement a s'enrichir.
Les résultats ont conduit a identifier
32 variants chloroplastiques ou « haplo-
types* » indépendants de I'espéce et
dont la répartition, ainsi que le montre la
figure 1, obéit a une forte structuration
géographique.

Fig. 1 : répartition des 32 variants chloroplastiques révélés en Europe chez les chénes blancs

(d'apres Petit et al., 2002a)
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Fig. 2 : principales voies de recolonisation postglaciaire déduites des résultats de la carte 1 et des données
concernant les pollens fossiles (d’aprés Petit et al., 2002b). Les ovales en pointillés sur la carte (en Catalogne,
Midi-Pyrénées et Géorgie) indiquent des variants plus localisés

La répartition des haplotypes rend
compte des voies suivies par les chénes
lors de la recolonisation de |'Europe du
Nord aprés les derniéres glaciations
(figure 2). Par exemple, les variants gris,
jaune et orange sont originaires de la
péninsule ibérique mais ont désormais
une distribution Atlantique jusqu’en
Scandinavie et en Ecosse. Les mouve-
ments de populations de chénes,
notamment suite a la derniére glacia-
tion, mais aussi plus anciens, lors de
précédents réchauffements durant le
Quaternaire, sont principalement orien-
tés sud-nord, puisqu'ils sont liés a un
réchauffement général de la planéte,
mais il existe aussi des cas de migration
orientés est-ouest (variant rouge ou
bleu clair) ou ouest-est (variants verts).
L'intérét pour la tracabilité est que les
importations en France de merrains
issus d'Ukraine ou de Russie notam-
ment devraient étre facilement identi-
fiables, vu cette différentiation le long
d'un gradient de longitude.

Un test a donc été mis au point dans ce

but. Il permet de distinguer neuf
variants (dont 5 sont présents en
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France) en ciblant trois a cing trés
petites parties de I'ADN chloroplas-
tiqgue ('ADN étant dégradé dans le
bois, il n'est pas possible d'étudier des
portions plus longues d’ADN). Certains
de ces neuf variants correspondent
donc a plusieurs des 32 variants mon-
trés sur la figure 1. Sur un lot de bois a
tester, huit merrains verts (bois séché
moins d'un an dans la tonnellerie) sont
prélevés sur des piles différentes pour
étre le plus représentatif du lot et éviter
notamment de prélever plusieurs mer-
rains issus d'une méme grume. Les
analyses moléculaires sont ensuite
effectuées en laboratoire. Une fois le
typage effectué et le variant chloro-
plastique déterminé pour chacun des
huit merrains, les informations sont sai-
sies informatiquement. Un logiciel trés
simple, dans lequel ont été entrées les
fréquences des neuf variants chloro-
plastiques en France, permet de calcu-
ler le risque pris en déclarant le lot étu-
dié non-conforme avec une origine
francaise. Si ce risque est suffisamment
faible (en pratique, cela signifie qu’on a
identifié au moins un, voire deux
variants quasiment totalement absents

de France dans la base de données),
on pourra étre amené a émettre des
soupgons sur l'origine francgaise du lot
concerné. |l est alors fortement
conseillé de prélever un nouvel échan-
tillon de huit merrains pour confirmer

Des crus de chéne pour des crus
de vin...

F. Feuillat, ONF



ces soupcons. Les tonneliers intéressés
pourraient se servir de ce test lors de
|'achat d'un lot de bois, dans le cadre
d'une procédure de tragabilité rigou-
reuse (ou de contréle d'une chaine de
tragabilité).

Conformité de I'origine géogra-
phique des chénes a merrain a
I'échelle des grands massifs fores-
tiers domaniaux.

Les viticulteurs ne se satisfont toute-
fois pas toujours d'une simple confir-
mation de l'origine francaise. Etant
par nature particulierement attachés a
la notion de terroir et de cru, certains
souhaitent en effet connaitre avec
précision la forét d'origine du bois
utilisé pour confectionner les bar-
riques dans lesquelles ils vont élever
leur vin. A titre d'exemple, le presti-
gieux domaine de la Romanée Conti
en Bourgogne demande exclusive-
ment du chéne provenant de deux
massifs : Troncais et les Bertranges.

Dans son principe, le test expliqué ci-
dessus est directement applicable a
ce genre de question. Seul |'échan-
tillon de référence change. Aux don-
nées de variation génétique de ’ADN
chloroplastique correspondant a la
France, il convient alors de substituer
les données correspondant a la forét
ou a la région francaise concernée.
'échantillonnage utilisé est différent
de celui utilisé pour tester une origine
francaise : il doit comprendre un
échantillonnage beaucoup plus ciblé
et complet des principaux massifs

Forét Surface

(département) (hectares)

Bertranges (58)
Darney (88)

Jupilles (72)

forestiers qui fournissent du bois a
merrain.

Caractérisation de massifs domaniaux
réputés

L'ONF a réalisé avec I'Inra Bordeaux-
Cestas une étude sur six grandes
foréts domaniales : Troncais (Allier),
Bertranges (Niévre), Citeaux (Cote
d’Or), Saint-Palais (Cher), Darney
(Vosges), Jupilles (Sarthe), pour préci-
ser les variants chloroplastiques pré-
sents dans chaque massif, leur fré-
quence respective et par suite les
possibilités de discriminer leur origi-
ne par rapport aux autres prove-
nances francaises et européennes.
Afin de discriminer les foréts qui pré-
sentent le méme variant, il serait sou-
haitable d'améliorer la résolution en
identifiant de nouveaux marqueurs
permettant de subdiviser les variants
chloroplastiques actuels en « sous-
variants ». Cette possibilité a été tes-
tée sur des individus ayant le variant
10 (jaune), qui est le plus fréquent
dans cet échantillon de six foréts
(55 % des arbres) mais également en
France (prés de 40 % des individus
de la base de donnée). Nous avons
ainsi réussi a subdiviser ce variant en
deux sous-variants 10-1 et 10-2. Les
foréts de Trongais et des Bertranges
qui ne se distinguaient pas précé-
demment peuvent étre désormais
discriminées : tous les individus de
Troncais sont de sous-haplotype 10-2,
alors que ceux des Bertranges sont (a
|'exception d'un arbre) de sous-
haplotype 10-1. En ce qui concerne

Saint Palais et Bercé, les individus
d'haplotype 10 présentent (a I'excep-
tion d'un arbre a Saint Palais) le
méme sous-type 10-2 que Troncgais
(tableau 1).

La révélation des haplotypes pour les
six foréts fait apparaitre les résultats
suivants :

B un variant exclusif ou presque a
Troncais (10-2), a Bertranges (10-1) et a
Citeaux (7) ;

B un variant largement dominant a
Darney (11) et a Saint Palais (10-2) ;

B un mélange de plusieurs variants a
Jupilles (11, 10-2 et 12).

Nous avons vu que l'authentification
d'origine fonctionne par exclusion d'hy-
pothese. Du bois est déclaré comme
provenant d'une forét donnée ; le test
va permettre d'établir s'il y a cohérence
ou non entre cette déclaration et le
variant révélé. La puissance de I'outil
dépend directement du nombre de
variants présents dans la forét et de leur
répartition ailleurs en France et en
Europe. Les résultats des tests d'exclu-
sion sont présentés dans le tableau 2.

Dans les cas de non-conformité, la
réponse du test est précise : « selon
les bases de données établies, le bois
ne peut provenir de |'origine décla-
rée ». La limite de la justesse du test est
la précision de la caractérisation des
foréts étudiées, la caractérisation
génétique ayant été effectuée sur un
échantillon supposé représentatif de la
forét mais bien entendu non exhaustif
(une centaine d'arbres par massif).

Fréquence de chaque variant

Nb. échantillons 10-1 10-2
analysés

Jaune foncé jaune

Tab. 1 : distribution des variants par forét

12
orange
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Origine Déclarée
Trongais

Bertranges conforme
Citeaux
Darney

Saint Palais

Jupilles

conforme

Résultats du typage

11 12

conforme

conforme

conforme

conforme

conforme

autres

conforme

conforme

Tab. 2 : conclusion des tests d'exclusion effectués sur du bois d'origine déclarée

Dans les cas de conformité, le test ne
prouve pas strictement que le bois pro-
vient bien de l'origine déclarée et les
situations peuvent varier fortement
d'une forét a l'autre (tableau 3). Dans
I'exemple de Troncais, du bois déclaré
comme provenant de cette forét est
testé. Si un variant autre que le variant
10 est révélé, le résultat est « non-
conforme » et le bois ne provient trés
probablement pas de Troncais. Si au
contraire, le bois testé est caractérisé
par le variant 10 (jaune), le résultat est
conforme & la déclaration sans toute-
fois que I'on puisse prouver que le bois
provient avec certitude de Troncais
(voir encadré). Un chéne sessile ou
pédonculé francais « tiré au hasard » a
en effet 40 % de chances d'avoir le
variant 10 et 60 % d'avoir un autre
variant (tableau 3 ; ces résultats corres-
pondent aux probabilités avant amélio-
ration de l'outil de caractérisation). La
subdivision du type jaune en deux
« sous variants » devrait augmenter
fortement le pouvoir d’exclusion du
test. Il reste a étudier la répartition
compléte des deux sous-variants en
France et en Europe. Dans I'hypothése
ol 50 % des variants 10 (jaune)
seraient de type 10-1 et 50 % seraient
de type 10-2, il n'y aurait plus que 20 %
de chances de tirer au hasard en
France un chéne du type 10-2 confor-
me a Troncgais. La probabilité de tirer
non pas un individu mais tout un lot
ayant le type conforme a celui de

RDV techniques hors-série n° 1 - 2004 - ONF

Trongais est encore plus faible, surtout
si ce lot provient de plusieurs foréts.
Dans le cas de Jupilles, la puissance du
test diminue nettement car cette forét
renferme les variants 10, 11 et 12 qui
sont tous largement répandus en
France. Un chéne francais « tiré au
hasard » a presque 3 chances sur4 de
présenter un variant présent a Jupilles.
Quant a Darney et Saint-Palais, ces
foréts présentent des situations inter-
médiaires car elles renferment un
variant largement majoritaire.

La connaissance précise de la composi-
tion génétique (variants chloroplas-
tiques) des principaux massifs fores-
tiers fournissant des bois de merrain
est donc un bon moyen d'augmenter
le pouvoir d'exclusion des tests ADN.
L'examen de la répartition des variants
en France montre que quatre variants
dominants sont présents dans la plu-
part des régions et qu'un lot de bois
assemblé au hasard comportera plu-

Probabilité de
conformité
d’un chéne

« tiré au hasard »

Bertranges 40 %
Saint Palais 59 %

73 %

Origine testée

Jupilles

Tab. 3 : précision des situations
de conformité pour la France

sieurs de ces variants alors qu‘un lot de
bois de Troncais, Bertranges ou
Citeaux devra étre homogéne. Seul
Jupilles pose un réel probleme du fait
de son manque d’homogénéité.

Empreintes génétiques individuelles

La technique des empreintes géné-
tiques individuelles a des applications
humaines bien connues en criminolo-
gie et en recherche de paternité. Par
ailleurs, le développement d'outils de
contréle de tracabilité dans la filiere
viande bovine, basés sur la technique
des empreintes individuelles, est d'ac-
tualité. Le parallele entre filiere bovine
et filiere merrain mérite d'étre appro-
fondi. La vache a l'étable, comme
I'arbre en forét, est facile a identifier et
a étiqueter. Les ruptures de tracabilité
surviennent quand on découpe la
vache ou quand on passe de la grume
au merrain. L'empreinte génétique
individuelle a le mérite de rester
constante dans tous les morceaux ou
fragments issus du méme individu.

Qu'il s'agisse de I'homme, de I'animal
ou de l'arbre, le principe d'identifica-
tion de l'individu est le méme et repo-
se sur la révélation simultanée de plu-
sieurs marqueurs hypervariables. Deux
individus peuvent étre par hasard
identiques pour un marqueur donné. Si
on multiplie les marqueurs révélés,
la probabilité d'identité décroit tres



rapidement avec leur nombre et avoisi-
ne tres vite zéro. Il est a noter que pour
chaque marqueur microsatellite*, on
révele les deux alleles* présents (un
ayant été transmis par le pére, l'autre
par la meére) et que chaque marqueur
fournit déja une double information
par individu.

B Validation du concept d'em-
preinte génétique individuelle
L'étude ONF/Inra a porté sur pres de
100 individus échantillonnés dans
cing foréts (Troncais, Bertranges,
Jupilles, Citeaux, Saint-Palais) sur
des arbres proches (voisins de par-
celle) ou apparentés (individus col-
lectés dans une brosse de semis pro-
venant d'un méme arbre « mére »).
Tous ces individus ont été étudiés a
partir d’ADN extrait de feuilles pour
six marqueurs microsatellites. Deux
de ces marqueurs permettent de dis-
tinguer la majorité des individus et
quatre sont nécessaires pour les dis-
tinguer en totalité.

B Applications des marqueurs
microsatellites au contrdle de tra-
cabilité des bois de merrain

Les empreintes individuelles sont
donc accessibles chez le chéne avec
un nombre réduit de microsatellites
(généralement 4). A partir de cet
outil (sous réserve d'étre capable de
transférer la technique d'analyse a
partir du bois et non de tissus frais),
deux types d'applications pourraient
étre envisagées dans une optique de
contréle de tracabilité des bois de
merrain :

- Typage individuel systématique

Dans le principe, il s'agit de typer
individuellement tous les arbres a
merrain constituant un lot d'une
méme origine (parcelle, ou regrou-
pement de parcelles d'une méme
forét). Sur un plan pratique, le maté-
riel a analyser pourrait étre des bour-
geons (prélevés au moment de
I'abattage), ou des fragments d'écor-
ce contenant du cambium (prélevés a
I'aide d'un emporte piéce). Les pré-
levements seraient effectués par
I'ONF aprés acquisition du lot par un
acheteur (merrandier ou exploitant

[ ey
b S
_.ni‘ ‘;'hh--h_..-v_u_ {7
= 4 &y
"1 “ e I'l‘ 3 i ] O _5‘.
i L =1
ot Lo L e
. £p b T ,,. } L, Dy (BB q T
.| ' .u:-lﬂn”-i -T;ﬁ.n-,e___;‘ k 7 f
"—":"-.___- __,d-\..l'J |:l H—u—"_‘\ ,,.II |
..:_:EL - 5 Falas (18] Berranges I!,Ell]- }._1__1'.
'.rl "I_-. '-'1'\1_"'- | :
s WY } 1u , I_{LG’{_‘-- £
T ume e ey
T f s
] -
= 10- | N o S X !
10-2 s S ko, A
e 1 : . 1 \,.,f 5T
- l: !} II.l ‘_J,’lull-l.r .F._r _I"
I 4 g
I||I' II’.-" |__I. "L,‘p?d‘.n_b l:'I._\\__L
| II,_—"\. :; r
J T o ~
< ; e L T
. b
h, o - ¥
- -\.--r ", “_Hr'::_,
e ‘.,-M'!-

Fig. 3

: composition génétique de quelques foréts domaniales célébres.

Le diamétre des cercles est proportionnel au nombre d’échantillons
analysés et les couleurs aux variants

forestier). Lors de |'achat des flts par
le viticulteur, le test consisterait alors
a vérifier a partir d'un échantillon de
quelques douelles (rabotage), que
les « arbres » correspondants se trou-
vent bien dans le fichier d'em-
preintes individuelles établi en
amont pour I'ensemble du lot. Cette
procédure « lourde » pourrait étre
envisagée pour répondre a la
demande de certains viticulteurs
souhaitant acquérir des lots de gran-
de valeur provenant de foréts presti-

gieuses (Troncais, Jupilles...). Les
surcolts liés aux prélévements
d’échantillons et aux analyses

devraient étre pris en charge par le
viticulteur.

- Typage d'individus traceurs

On peut également envisager le
principe d'un ou de quelques indivi-
dus traceurs, & mettre en ceuvre au
niveau de lots constitués d'une par-
celle ou d'un ensemble de parcelles.

Ces individus repérés aux différents
stades de la transformation du bois
(grume, billon, douelle)
pourraient servir a valider un systéeme
de tracabilité déja en place.

merrain,

Identification de I'origine
botanique des chénes a
merrain européens : chéne
sessile / chéne pédonculé

Deux especes de chénes autoch-
tones sont utilisées pour le merrain
en France : le chéne sessile et le
chéne pédonculé. Du bois de chéne
blanc américain (Quercus alba) est
aussi importé pour la confection de
flts dans les tonnelleries francaises ;
ces derniers sont alors surtout desti-
nés a l'exportation. Comme le procé-
dé de confection des flts a partir
de bois de chéne blanc américain
est différent (les merrains sont sciés
et non fendus), il y a peu de risque
de confondre des flts en chéne

RDV techniques hors-série n° 1 - 2004 - ONF



Fente d’un billon en vue de la fabrication du merrain

européen et américain. De plus, le
chéne américain confére aux vins une
empreinte boisée trés caractéris-
tique (« coco », voire « résinique »),
qui permet difficilement de le faire
passer pour du chéne européen qui
apporte des notes plus subtiles.

Par contre, différencier les deux
espéces de chénes européens pour-
rait avoir un intérét réel. Plusieurs tra-
vaux ont montré un effet notable de
I'espeéce sur les caractéristiques sen-
sorielles du bois (Sauvageot et al.,
2002) et des vins élevés en flts neufs
(Chatonnet, 1995 ; Feuillat, 1996 ;
Doussot, 2000). Plusieurs approches
ont été tentées pour discriminer les
deux especes de chénes a partir de
I'analyse du bois. La mesure de carac-
teres anatomiques (proportions de
gros vaisseaux et de fibres) par analy-
se d'image a permis, sur un échan-
tillon d'une cinquantaine d'arbres
issus de peuplements mélangés,
d'identifier I'espéece avec un taux de
réussite de 75 % (Feuillat et al., 1997).
Des travaux basés sur des variations
de teneurs en extractibles (ellagita-
nins et whisky-lactone) ont montré,
sur un échantillon de 288 chénes fran-
cais, que le taux de discrimination
était supérieur a 90 % (Leauté et al.,
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en préparation). Linconvénient de
cette approche est que la composi-
tion chimique du bois n'est pas stable
dans le temps, notamment entre le
bois frais et le bois sec, voire apres
chauffage de la barrique.

Une troisieme voie qui apparait pro-
metteuse concerne la distinction des
espeéces a l'aide de marqueurs situés
dans certaines régions discrimi-
nantes du génome nucléaire (peu
nombreuses au demeurant). Des tra-
vaux récents ont en effet permis de
différencier le chéne sessile et le
chéne pédonculé au niveau indivi-
duel par une combinaison de plu-
sieurs marqueurs microsatellites
(Muir et al., 2000) alors que ces mar-
queurs n'avaient pas été particuliére-
ment choisis pour leur pouvoir discri-
minant entre les deux espéces.
Cependant, ces travaux n'ont porté a
ce jour que sur des tissus frais : il
reste donc a réaliser un important
travail de transfert des techniques a
de I’ADN extrait de bois.

Conclusions - Perspectives
Le test de caractérisation moléculai-

re basé sur les marqueurs chloroplas-
tiques a montré ses intéréts et ses

F. Feuillat, ONF

limites. Il s'agit d'un test d'exclu-
sion : un bois déclaré d'une origine
donnée et dont le variant ne corres-
pond pas a cette origine provient
trés probablement dailleurs.

Cet outil discrimine bien les grandes
régions d'Europe, particulierement
les provenances atlantiques (chéne
francais) par rapport aux prove-
nances orientales (chéne russe
notamment), qui ne présentent pas
les mémes haplotypes. En ce qui
concerne l'identification au niveau
des grands massifs forestiers fran-
cais, les résultats sont apparus
contrastés. Certaines foréts présen-
taient un seul variant (Troncais,
Bertranges, Citeaux), ou un variant
largement majoritaire (Darney et
Saint Palais) alors que d'autres
(Jupilles) comportaient trois variants.
La technique peut étre améliorée par
la subdivision de chaque variant en
sous-variants. Ainsi, le variant 10
(jaune) fixé a Trongais et Bertranges
(et fréquent ailleurs en France) a été
scindé en deux sous-types (10-1 a
Trongais et 10-2 a Bertranges) dont la
répartition précise sur la France
entiére reste a établir. Il deviendra
ainsi plus facile de repérer des lots
d'origine quelconque vendus pour
du « Troncais ».

Un deuxiéeme outil concerne les
marqueurs microsatellites nucléaires,
hypervariables, qui permettent de
révéler des empreintes génétiques
individuelles. La combinaison de
quatre microsatellites suffit pour dis-
tinguer chaque individu avec un
risque d'erreur faible. Cet outil
permet d'envisager deux appli-
cations pour le contréle de traca-
bilité :

B le typage systématique de lots
d'arbres de haute qualité provenant de
foréts prestigieuses telles que
Trongais ;

M |'utilisation d'individus traceurs inté-
grés dans les lots de bois.

En ce qui concerne la distinction
des chénes sessile et pédonculé, les
tests d'assignation d'un individu a une
espece sur la base d'une combinaison



de marqueurs microsatellites cons-
tituent une piste prometteuse. Ce
concept de test d'assignation sur profil
microsatellite pourrait étre appliqué a
I'identification de massifs forestiers
mais nécessitera, pour étre développé,
la recherche des marqueurs les plus
adaptés et la constitution de base de
données de référence par forét. Il n’en
reste pas moins vrai que pour tous ces
marqueurs nucléaires, le transfert au
bois ou I'ADN est fortement dégradé
constitue encore un obstacle a franchir.
A ce jour les applications semblent
limitées a du bois prélevé sur les
grumes ou sur merrain vert (avant
maturation prolongée dans les parcs a
bois des tonneliers).

Les marqueurs chloroplastiques et
microsatellites offrent finalement une
palette d'outils potentiellement utili-
sables pour répondre aux besoins de la
filiere en matiére de contréle de traca-
bilité d'origine géographique et bota-
nigue des bois de merrain. Cependant,
la mise en place de cette tragabilité ne
peut se justifier que si elle conduit a
valoriser les produits tracés, au travers
de démarches collectives (type AOC
ou labels) ou individuelles (certification
d’entreprises).
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