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I_a répartition taxonomique des plantes a latex dans le régne végétal est trés
dispersée. Parmi les 12 500 espéces a latex, qui appartiennent a 900 genres,
1 000 especes, réparties dans 76 familles, produisent du caoutchouc, ou cis-
polyisoprene (PoLHAMUS, 1962). Au sein du genre Hevea, qui offre des condi-
tions favorables a I'exploitation, |'espéce Hevea brasiliensis est la source quasi
exclusive du caoutchouc naturel en raison de sa productivité et de la qualité
de son caoutchouc.

Le caoutchouc naturel, sous forme de latex ou coagulé, est collecté et trans-
porté vers une usine de séchage, qui produit des feuilles fumées ou des balles
de caoutchouc granulé sec. Il est le plus souvent exporté vers les zones de
transformation finale proches des marchés de consommation. La production
mondiale s’éléve a prés de 6 millions de tonnes par an et provient de la zone
intertropicale, ou la culture couvre environ 8 millions d’hectares. Elle est
assurée a plus de 90 % par I’Asie du Sud-Est et dominée par trois pays : la
Thailande, I'lndonésie et la Malaisie. L"Afrique réalise 6 % de la production.
En Amérique du Sud, le développement de la culture est limité par la maladie
sud-américaine des feuilles, provoquée par le champignon Microcyclus ulei.

Le caoutchouc naturel représente le tiers de la production totale de caout-
chouc. Il posséde, par rapport au caoutchouc synthétique issu de la pétro-
chimie, des qualités spécifiques, telles que la résistance a I"échauffement.
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L'industrie des pneus d’avion, par exemple, utilise uniquement du caoutchouc
naturel, et I'industrie des pneumatiques en général consomme 70 % de la pro-
duction, les 30 % restants étant employés dans une multitude de produits.

La botanique et les ressources génétiques

La botanique et la taxonomie

L'hévéa est un arbre a croissance rythmique et a ramification orthotrope, qui
peut dépasser 30 métres de hauteur et atteindre 3 métres de circonférence
dans son milieu naturel, le bassin amazonien. En plantation, les arbres greffés
n’atteignent pas ces dimensions. C'est une essence tropicale de lumiére, qui
nécessite ensoleillement et humidité et tolére mal les altitudes supérieures a
600 metres. Les feuilles comportent trois folioles de forme ovoide, disposées a
I'extrémité d’un long pétiole ; elles sont renouvelées chaque année par une
défoliation-refoliation naturelle intervenant en saison séche. C'est une planle
monoique préférentiellement allogame, dont les fleurs unisexuées, de couleur
jaune, ont une dimension de quelques millimetres et sont groupées en
racémes. Le fruit de I’hévéa, dont la taille varie de 0,5 a 5 centimétres selon les
espéces, est caractéristique du fruit des euphorbiacées, appelé tricoque,
composé de trois loges contenant chacune une graine.

Au sein du genre Hevea (Willd.), bien défini, les espéces sont difficiles a diffé-
rencier, ce qui a été a l'origine de beaucoup de confusions, de désaccords et
de fluctuations entre les auteurs. Hormis pour I'espéce H. brasiliensis, les
observations ont été réalisées dans des conditions souvent difficiles sur le ter-
rain et sont généralement assez sommaires. SCHULTES (1990) présente la syn-
theése la plus récente et distingue dix espéces, dont trois sont subdivisées en
quatre variétés. On ne connait pas de barriére biologique a la recombinaison
entre ces espeéces. Les hybridations naturelles paraissent limitées en milieu
forestier non perturbé, mais de nombreuses variations morphologiques intra-
spécifiques sont observées. Il conviendrait donc de parler d'un complexe
d’especes selon la définition de Pernés (Pernes, 1984) ; les neuf especes sau-
vages apparentées faisant partie du pool génique primaire de |'espece cultivée
H. brasiliensis. Elles sont donc d’un grand intérét pour les ressources géné-
tiques de I"hévéa cultivé, d'autant qu’elles présentent des caractéristiques
utiles telles que des résistances génétiques a certaines maladies (SCHULTES,
1977 ; ScHuLTES, 1990).

La structure du génome

A l'exception d'un clone triploide d’H. guianensis et de I'existence possible
d’une race d'H. pauciflora a 18 chromosomes (BALbwiN, 1947), toutes les
especes du genre ont un nombre de chromosomes de 2n = 36.
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En 1876, sur l'insistance de Marckham, qui avait déja réussi le transfert du
quinquina d’Amérique du Sud en Asie, Wickham, planteur britannique installé
au Brésil, fait recueillir 70 000 graines prés de Boim, a I'embouchure de
I’Amazone et du Tapajds, en amont de Santarém (Etat du Para, d'ou I'appella-
tion initiale d’arbre du Para pour I'espéce H. brasiliensis). Il les convoie par
bateau vers le jardin botanique de Kew, au Royaume-Uni, ot seulement 4 %
des graines germent apres trois semaines de traversée. Plusieurs envois de
plantules sont ensuite réalisés vers Ceylan et Singapour avec des succes divers.
On considére que les 22 arbres plantés au jardin botanique de Singapour en
1877 sont ainsi a l'origine de la presque totalité des plantations d’hévéa dans
le monde. Les variétés (clones de greffe) issues de sélection en Asie a partir de
ces plants introduits a la fin du xix® siécle sont appelés de ce fait clones
Wickham. Méme s'il est probable que d‘autres introductions de génotypes ont
eu lieu par la suite, I'histoire n’a retenu que celle, exemplaire, de Wickham et
I’'on admet le role prépondérant de ce matériel dans la composition génétique
des cultivars actuels.

Les clones Wickham se sont avérés trés scensibles & Microcyclus en Amérique
du Sud. D'importants efforts de sélection ont alors été déployés par les compa-
gnies Ford et Firestone, au Brésil et au Guatemala, puis par les centres de
recherche brésiliens afin d’obtenir des clones productifs et résistants (clones F,
FB, FX, FDR, MDF, MDX, IAN, CNSAM). L'introgression chez H. brasiliensis
de genes de résistance totale provenant d’autres espéces du genre n’a pas été
couronnée de succes, ce type de résistance étant facilement contourné par le
pathogene. La stratégie actuelle vise a associer par croisements plusieurs com-
posantes de la résistance partielle pour atteindre un niveau suffisant de résis-
tance génétique durable a la maladie (Rivano, 1992).

L’étroitesse supposée de la base génétique du matériel Wickham introduit puis
sélectionné en Asie et en Afrique, qu'illustre la forte sensibilité générale de ce
matériel a Microcyclus, a conduit a organiser des prospections au sein de 'aire
de répartition de I'espéce H. brasiliensis.

En Malaisie, le RRIM (Rubber Research Institute of Malaysia) a importé
du Brésil, en 1951-1952 puis en 1966, des seedlings issus d'arbres sauvages
de sept espéces du genre Hevea, ainsi que des clones sélectionnés par
Ford (F, FB, FX) et par I'Instituto Agronémico do Norte (IAN) au Brésil (ONG,
1987).

En 1974, I'lrca (Institut de recherches sur le caoutchouc, France), en coopé-
ration avec I'EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Brésil),
a réalisé une premiére prospection en Amazonie, dans les Etats de |’Acre
(22 clones) et du Rondénia (20 clones), sous la forme de bois de greffe
collectés en forét sur des arbres jugés exceptionnels. A cette prospection vien-
nent s’ajouter 18 clones de la prospection Firestone dans le Madre de Dios
(MDF) péruvien.
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L’lrca a également recu du Brésil et introduit en Cote d’Ivoire en 1986,
23 clones CNSAM provenant de la collection de 'EMBRAPA a Manaus et
comprenant des génotypes H. pauciflora et les seuls H. brasiliensis prospectés
dans I’Etat brésilien de I'’# mazonas (GONCALVES et al., 1983).

En conclusion, on peut considérer que |'espéce H. brasiliensis est bien repré-
sentée dans les collections vivantes, en Malaisie et en Cote d’Ivoire, par plu-
sieurs milliers de génotypes. Cependant, I'aire de répartition de cette espece a
été échantillonnée de fagon trés hétérogeéne : les Etats de I’Amazonas et du
Pard au Brésil, qui en constituent la plus grande part, ont été trés peu pros-
pectés. Il serait également nécessaire de réaliser une prospection des autres
especes du genre afin de créer un centre de conservation et d’étude de
I'ensemble du genre Hevea. Les observations disponibles sur les collections
Schultes et CNSAM montrent qu’il existe des génotypes d’espéces autres
qu'H. brasiliensis dans ces collections.

LA CONSERVATION, LA MULTIPLICATION ET L'ECHANGE DES ACCESSIONS

A I'état naturel, I'hévéa se reproduit par graines. La mise au point du greffage
par van Helten en 1918 a permis de développer la sélection clonale et de
conserver les génotypes sous forme de collections vivantes, durables et relati-
vement peu colteuses a créer et a entretenir en jardins a bois de greffe. La
multiplication s’effectue en pépiniére par greffage sur des porte-greffe issus de
graines.

Le délai maximal de transport est d'une semaine pour le bois de greffe et de
trois semaines pour les graines (les graines sont dites récalcitrantes : la durée
du pouvoir germinatif est faible). Au stade expérimental, la conservation du
pollen ne dépasse pas un mois et les quantités récoltables sont trés faibles ; on
ne peut donc envisager de transfert génétique sous cette forme.

L’organisation de la diversité génétique

Ce chapitre fait le point des connaissances actuelles sur I'organisation de la
diversité de I'hévéa. Il se fonde sur les acquis d’études antérieures et présente
des résultats complémentaires issus d’analyses isoenzymatiques sur un plus
grand nombre de génotypes. Ces données supplémentaires nous ont permis de
développer, sur un nombre de génotypes suffisant, une démarche originale de
comparaison entre variabilité morphoagronomique et diversité génétique de
marqueurs neutres, par une analyse factorielle multiple.

Les recherches sur la diversité génétique de I’'hévéa avaient pour objectifs de
mieux connaitre |'importance et |'organisation de la diversité et la relation
entre variabilité agronomique et diversité génétique. Ces études visaient
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Figure 1. Variabilité agronomique du matériel amazonien et des clones Wickham. Plan
1-2 de I’ACP sur les valeurs moyennes de trois clones Wickham et de 41 localités de la
collection de I'IRRDB, calculée sur 2 300 clones amazoniens.

notamment de ceux de I’Acre par une meilleure aptitude a la ramification et
une production plus forte, mais ils semblent plus sensibles a Colletotrichum,
champignon responsable d’une maladie foliaire.

LA MORPHOLOGIE FOLIAIRE

Une premiére étude de la structure génétique de la prospection de I'IRRDB
dans les Etats de I’Acre, du Rondénia et du Mato Grosso a été réalisée par une
analyse biométrique de la morphologie des unités de croissance et des feuilles.
Les observations sont phénotypiques et 34 % de la variance est due aux effets
de I'environnement et aux erreurs. La plus grande part de la variabilité géné-
tique (42 %) se situe entre les génotypes d'une méme localité de prospection,
tandis que les différences entre Etats ou entre districts apparaissent faibles.
Néanmoins, I'Acre se distingue des deux autres Etats (NicoLAs et al., 1988).

La diversité biochimique et moléculaire

La diversité génétique d'un échantillon des collections d'H. brasiliensis a été
caractérisée a I'aide des marqueurs biochimiques et moléculaires. Les effectifs
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Figure 2. Diversité génétique du matériel amazonien révélée par les isoenzymes.
Plan 1-2 de I’AFC sur les données de présence-absence de 25 alléles de 8 locus, chez
486 clunes de la collection de IIRRDB. MDH-3, LAP-2, LAP-4, EST-6 : alléles contri-
buant le plus fortement aux deux premiers axes.

groupes ou les origines et forte a I'intérieur des groupes. Malgré cette part rela-
tivement faible de diversité intergroupe — 30 % de l'inertie totale sur le pre-
mier plan de 'AFC —, la différenciation génétique en trois groupes apparait
trés clairement.

Cette structuration en trois groupes avait également été mise en évidence
dans une étude portant sur un échantillon plus réduit de génotypes, mais pour
11 locus isoenzymatiques (BESSE et al., 1994 ; SEGUIN et al., 1996). Cette étude
ne comprenait pas le district RO/PB, mais incluait la population Wickham. La
population Wickham se révele génétiquement proche du groupe Mato Grosso.
Elle présente un haut niveau d’hétérozygotie et de polymorphisme, trés infé-
rieur, cependant, a celui des populations amazoniennes, dont la richesse allé-
lique est plus grande. Aucun alléle n’est spécifique de la collection Wickham,
ni de 'un ou autre des trois Etats de la prospection amazonienne. La diversité
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réalisée sur le méme échantillon (figure 5). Parallélement, I’absence de diver-
gence entre les groupes 2 et 3 avec les isoenzymes viendrait de ce que I'on na
pas détecté de locus ou d'alléle marqueur de cette différenciation, les mar-
queurs isoenzymatiques obtenus chez I’"hévéa, peu nombreux, ne couvrant pas
suffisamment I'ensemble du génome.
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Figure 5. Comparaison par AFM de la diversité révélée par les isoenzymes et par les RFLP
nucléaires. Analyse de 72 clones Wickham et de 89 clones amazoniens de la collection de
I'IRRDB. Représentation graphique des premiers axes de I’AFM et des analyses partielles (ACP
isoenzymes et ACM RFLP). Les numéros 1 a 6 correspondent aux groupes génétiques identifiés
par les marqueurs moléculaires.
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La diversité moléculaire et la variabilité
morphoagronomique :
comparaison par analyse factorielle multiple

L'analyse factorielle multiple (AFM) a été élaborée pour analyser simultané-
ment et comparer des variables, qualilalives ou quantitatives, organisées en
groupes de méme nature. Cette méthode est donc bien adaptée a I'analyse
simultanée de données moléculaires, qualitatives, de différents types (isoen-
zymes, RFLP...) ou de données agronomiques, quantitatives. Le principe
de I’AFM est présenté dans cet ouvrage (PErRRIER et al., 1999) et plus en détail
dans EsCOFIER et PAGES (1988).

LA COMPARAISON ENTRE ISOENZYMES ET RFLP NUCLEAIRES

Nous avons mis en ceuvre I’/AFM, en premier lieu, pour obtenir une mesure de
la relation entre les différents marqueurs moléculaires utilisés chez I'hévéa. Une
premiére analyse par AFM a ainsi porté sur 161 génotypes (89 clones brésiliens
de la collection de I'IRRDB ct 72 clones Wickham) caractérisés par deux
groupes de variables moléculaires : les isoenzymes (44 alléles pour 11 locus)
et les RFLP nucléaires (113 bandes pour 25 sondes génomiques).

Les résultats de I’AFM sont donnés dans le tableau 3 et la figure 5. Les valeurs
de corrélation correspondent aux corrélations entre les coordonnées des points
(génotypes d'hévéa) sur les axes des analyses factorielles. Le nombre d’axes a
prendre en compte dépend en partie de leur valeur propre. Pour I’AFM, une
valeur propre du premier axe supérieure a 1 indique que plus d’un groupe de
variables y contribuent ou, en d’autres termes, qu’il existe un axe d’inertie
commun aux groupes de variables (ESCOFIER et PAGES, 1988). En revanche, pour
les axes suivants de I’AFM, la valeur propre n’est pas un critére suffisant et le
choix de retenir un axe ou non dépend, comme pour toute ACP, de |'interpré-
tation biologique que I'on peut apporter (EScOFiEr et PAGEs, 1988). La qualité
de la représentation et la contribution d’un axe partiel a un axe de I’AFM sont
également des parameétres a prendre en compte comme pour l'interprétation
d’une ACP classique.

Les deux premiers axes de I’AFM témoignent de la forte similitude entre
les structurations révélées par les deux types de marqueurs, alors que ce
sont essentiellement les RFLP qui contribuent au troisieme axe de I’AFM
(tableau 3). Le premier axe de I’AFM correspond a |"opposition entre les
groupes 4 et 6 (rio Tapajos), d’un coté, et les groupes 1, 2 et 3, de l'autre. Cette
opposition apparait trés nettement sur le premier axe des deux analyses par-
tielles (figure 5). Le deuxiéme axe de I’AFM oppose les groupes 3 et 4 aux
groupes 1, 2 et 6. Cette opposition se manifeste au second rang pour les isoen-
zymes et au troisieme pour les RFLP (tableau 3b ; figure 5). Elle est moins
marquée avec les RFLP comme en témoignent les valeurs de corrélation, de
qualité de la représentation et de contribution (tableau 3b). Bien qu'il ait une
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ce qui signifie que la corrélation entre les deux groupes de variables est faible.
Elle n’est cependant pas nulle en raison du caractére particulier des géno-
types du groupe 4, trés nettement différenciés par les isoenzymes (axe 1 de la
figure 6) et dont les valeurs de production ont tendance a étre supérieures a la
moyenne. Le second axe de I’AFM ne doit pas étre pris en compte dans cette
analyse car il ne permet pas de dégager une interprétation claire de la relation
entre les deux groupes de variables.
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Figure 6. Comparaison par AFM de la diversité des isoenzymes et de la variabilité morpho-
agronomique chez 183 clones amazoniens de la collection de I'IRRDB. Représentation
graphique des premiers axes de I’AFM et des analyses partielles (ACP). Les numéros 1 a 6 cor-
respondent aux groupes génétiques identifiés par les marqueurs moléculaires.
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Les résultats de I’AFM suggerent donc qu'il existe une relation entre la diversité
des marqueurs neutres et la variabilité phénotypique chez I'hévéa. Cette rela-
tion peut paraitre en contradiction avec la faible valeur de corrélation entre les
premiers axes des deux analyses partielles (figure 6). Compte tenu de 'effectif,
cette corrélation de 0,13 est en fait significative a 10 %. Ainsi I’AFM fait appa-
raitre une relation difficile a identifier sur les analyses séparées. Les données
morphoagronomiques sont peu précises car il s’agit de mesures monoarbre,
sans répétitions. C’est pourquoi, une différenciation n’apparait avec ces don-
nées que lorsque I'on travaille sur de grands effectifs et en valeurs moyennes, a
I'échelle de la population (figure 1). La relation entre diversité moléculaire et
variabilité phénotypique apparaitrait sans doute plus forte si I'on disposait
d’une meilleure évaluation des caractéres morphoagronomiques. Un examen
attentif de I’ACP morphoagronomique (figure 6) montre que les clones du
groupe 4 sont, parmi des génotypes d’autres groupes, plutot situés d'un méme
coté du premier axe ; cette répartition ne peut étre retenue comme significative
d’apres cette seule analyse partielle.

Conclusion et perspectives

L’analyse fine de la diversité génétique de I’'hévéa avec différents outils, tant
moléculaires que phénotypiques, a conduit a une bonne connaissance de
I'organisation génétique de cette espéce. L’apport des marqueurs moléculaires
a été déterminant. Les résultats obtenus indépendamment par différentes tech-
niques convergent vers une image claire de la structuration génétique, qui peut
étre considérée comme quasiment définitive, au moins pour les populations du
Brésil les plus étudiées.

Une forte corrélation a été trouvée entre les différents outils moléculaires. Pour
les populations amazoniennes, la relation établie entre diversité nucléaire et
diversité mitochondriale est particulierement intéressante. Elle prouve que la
différenciation entre les populations, si elle n’est pas treés forte, est bien réelle
et que des flux géniques entre les populations existent mais restent peu
intenses. Le bassin amazonien ne présente pas de barriére géographique a la
migration, mais I'immensité de la zone considérée et la dispersion limitée des
graines conduisent & un maintien de la structuration génétique héritée de la
fragmentation de la forét au pléistocene selon le modéle des refuges forestiers
(HAFFER, 1982 ; PRANCE, 1987).

Les relations de similarité génétique entre populations d’hévéa, révélées par les
marqueurs cytoplasmiques et nucléaires, montrent que les flux de génes sont
déterminés principalement par le réseau hydrographique. La dispersion des
graines d’hévéa se ferait suivant les cours d’eau, soit sous Iaction de I'homme
(SeiBerT, 1948), soit par flottaison naturelle des graines comme cela se produit
pour d’autres espéces amazoniennes d’arbre (GoulDING, 1993). Une méme

262






Diversité génétique des plantes tropicales cultivées

Annexe

Matériel végétal

Les génotypes retenus dans cette étude sont des clones d’hévéa de la collection interna-
tionale de I'IDEFOR (Institut des foréts), en Cote d’Ivoire. L'origine géographique des
populations de clones est précisée dans le tableau 1. Tous ces clones ont été évalués au
champ pour les caractéres de production de latex, de croissance en épaisseur et
d'architecture, mais dans des essais différents (CHAPUSET et al., 1995). L'essai le plus
important comprend 2 500 clones de la prospection de I'IRRDB de 1981, sans répéti-
tions (1 arbre par clone). Les marqueurs moléculaires ont été appliqués a des échan-
tillons de la collection, de taille et de recouvrement variables. Les effectifs utilisés dans
ces différentes études sont résumés dans le tableau 2.

Méthodes de révélation de la diversité

Les protocoles utilisés pour I'étude de la diversité génétique et agronomique sont
décrits par CHapuseT et al. (1995) pour I’évaluation morphoagronomique sur
26 variables, par Lesrun et CHEVALLIER (1990) pour les isoenzymes, par Besse (1993) et
Besst et al. (1994) pour les RFLP nucléaires avec 25 sondes génomiques
et par Luo et al. (1995) pour les RFLP cytoplasmiques, ADNmt et ADNcp.

La technique des isoenzymes utilise 12 systémes enzymatiques, qui permettent de
révéler jusqu’a 14 locus polymorphes dans I'espece H. brasiliensis (CHEVALLIER, 1988 ;
CHEVALLIER et al., 1988 ; SeGuIN et al., 1995a ; 1995b). Plusieurs centaines de génotypes
ont été caractérisés par les isoenzymes (tableau 2) a I'aide de ces 12 systémes, mais
avec un nombre variable de données manquantes selon les génotypes ou les séries de
manipulations. C’est pourquoi |'analyse des données n’a porté que sur 8 a 13 locus
isoenzymatiques selon le dispositif. Pour avoir un effectif de génotypes suffisant, il a
souvent été nécessaire de réduire le nombre de locus pour limiter ou éliminer les don-
nées manquantes,

Pour les RFLP nucléaires, 25 sondes homologues correspondant a des séquences
uniques ou peu répétées dans le génome de I'hévéa (banque génomique Pstl) ont été
utilisées. Ces sondes ont été couplées a deux enzymes de restriction, EcoRI et Sst (Besse
et al., 1994 ; SecuiN et al., 1995a). Pour les RFLP cytoplasmiques, les sondes provien-
nent de banques de féverole (Luo et al., 1995).

Analyse de données

Le traitement des données a été réalisé principalement par I'analyse factorielle, dont
Iintérét est discuté dans cet ouvrage (Perrier et al., 1999). De plus, I'interprétation des
résultats est plus facile avec une analyse factorielle qu’avec les méthodes arborées
lorsque I’on travaille sur un grand nombre d’individus.

Les données agronomiques, quantitatives, ont été traitées par ACP. Les données de
présence/absence de bandes RFLP ont été traitées par AFC sur tableau disjonctif com-
plet, ce qui revient a une analyse des correspondances multiples (ACM). Les données
d'alléles isoenzymatiques ont été codées, 0 pour |’absence, 1 pour la présence a I'état
hétérozygote et 2 pour la présence a I'état homozygote, pour chaque génotype. Ces
données ont été traitées par AFC ou par ACP dans I’AFM (PerriEr et al., 1999). Pour les
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