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Avant-propos

La naissance de I'agriculture marque les débuts de I"amélioration des plantes.
Elle remonte au paléolithique, il y a dix a douze mille ans, lorsque des groupes
humains, qui tiraient jusque la I'essentiel de leur subsistance de la cueillette,
de la chasse et de la péche, se sont sedentarisés. Depuis cette époque et
jusqu’au milieu du xix® siécle s’est déroulé le processus de domestication de la
quasi-totalité des plantes aujourd’hui cultivées. Celles-ci passerent du statut
d’espece sauvage a celui d’écotype ou de variété traditionnelle en acquérant
progressivement un ensemble de caractéristiques plus ou moins éloignées de
celles de leurs ancétres, qui constitue le « syndrome de domestication ». Cette
domestication a eu lieu soit dans des espaces trés limités — comme pour le
mais et la pomme de terre, pour leur histoire précolombienne —, soit sur plu-
sieurs continents comme c’est le cas du riz et du sorgho. L'évolution des
especes cultivées s’est donc effectuée sous |'effet de pressions de sélection
environnementales et humaines liées a des processus a la fois cumulatifs et
divergents, d’introgression permanente et de diversification. L’homme a
exploité cette diversité en valorisant tout d’abord les ressources de son envi-
ronnement immédiat puis, a partir du xvi® siecle, celles que I'essor des
échanges et des transports rendait accessibles. Ainsi est née une infinité de sys-
temes de culture, qui constituent chacun une réponse originale aux besoins et
aux contraintes propres a chaque communauté humaine.

Jusque dans les années 30, I'amélioration variétale moderne fondée sur les
schémas de sélection reposait uniquement sur [‘utilisation de variétés ou d'éco-
types traditionnels et la notion de ressources génétiques était limitée aux
plantes cultivées. A la suite des travaux de Vavilov, cette notion s’est étendue
aux espéces sauvages apparentées puis aux genres de plus en plus éloignés.
Néanmoins, I'importance des ressources génétiques n'esl apparue réellement
qu’avec la menace de leur disparition. Ce phénomene a été particulierement
marqué en Europe aprés la Seconde Guerre mondiale. En effet, les équilibres
naturels des milieux ont été fortement perturbés du fait de I'extension considé-
rable des agglomérations aux dépens des zones agricoles, de la mise en culture,
avec ou sans déforestation, de nouveaux espaces, souvent peu adaptés et
fragiles, et de la dégradation de vastes régions naturelles, jusque la préservées.

Consciente de ce risque, la communauté scientifique internationale s’est mobi-
lisée dans les années 60-70 pour collecter et conserver un maximum de res-
sources génétiques, en donnant la priorité aux especes alimentaires qui pré-
sentaient un intérét économique majeur a I’échelle mondiale. C’est ainsi
qu’une multitude de collections ont été rassemblées a travers le monde. La
FAO a publié une synthése sur ce sujet, le Rapport sur I’état des ressources
phytogénétiques dans le monde, a I'occasion de la Conférence internationale
de Leipzig de juin 1996. Actuellement, la plupart de ces collections ont atteint
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une taille qui rend difficiles leur entretien et la caractérisation systématique de
leurs accessions. La question de leur gestion se pose de maniére aigué. Il
devient nécessaire de trouver un équilibre entre conservation, évaluation et
utilisation des ressources génétiques. Sans évaluation, il n'y a pas d’utilisation
raisonnée possible, sans utilisation, la conservation perd sa justification pour
les institutions qui ne sonl pas spécifiquement mandatées pour Iassurer.

Pour répondre a ces préoccupations, Frankel et Brown ont introduit dans les
années 80 le concept de core collection, qu'ils définissent comme un échan-
tillon limité d’accessions issues d'une collection plus vaste, dite de base, et
choisies pour représenter au mieux le spectre de diversité existant. Une telle
core collection peut servir de nombreux objectifs. Elle permet d'identifier le
matériel dont la conservation est prioritaire, mais aussi d’accéder de maniére
rationnelle a la diversité génétique disponible dans la collection de base, ce qui
facilite la recherche de nouvelles sources de caractéres utiles pour la sélection.

En général, on dispose pour les collections de base d’informations « passeport »,
comme l'origine géographique et écologique des accessions. Ces informations
sont complétées le cas échéant par des données morphotaxonomiques, agrono-
miques et génétiques issues des marqueurs biochimiques (isoenzymes, poly-
phénols...) ou moléculaires (RFLP, RAPD...).

Lors de la construction d’une core collection, les caracteres utiles sont priori-
taires pour le sélectionneur, mais leur évaluation directe est parfois lourde et
peut cacher des déterminismes génétiques complexes. De plus, cette évalua-
tion peut étre obérée par la méconnaissance des contraintes qui péseront sur la
culture dans le futur. D’un autre coté, les marqueurs génétiques moléculaires
ne sont d’aucune utilité directe, mais ils traduisent des structures de diversité
générale, qui peuvent a leur tour servir de base pour construire la core collec-
tion. En effet, les marqueurs révelent parfois des groupes d'accessions partielle-
ment isolés les uns des autres, qui peuvent avoir fixé des alléles distincts pour
des caractéres utiles, par effet de fondation, par dérive génétique ou encore
sous |’action de différentes pressions de sélection.

Les relations entre les deux niveaux de variabilit¢é — celui des marqueurs
génétiques moléculaires, probablement en majorité neutres, et celui des carac-
teres agronomiques, généralement plus complexes et soumis a une sélection
naturelle ou humaine — sont mal connues. Elles sont au coeur des préoccupa-
tions de la communauté scientifique impliquée dans la gestion des ressources
génétiques, comme cela apparait dans les conclusions du colloque sur les res-
sources génétiques végétales et animales et leurs méthodologies d'étude et de
gestion, organisé par I'INRA et le BRG a Montpellier, en septembre 1993.

Ces relations varient probablement en fonction de la structure des populations.
Elles seront généralement fortes s'il existe des déséquilibres gamétiques forts,
Mais pour avancer dans cette réflexion, il convient d’aborder des questions
précises : les différents types de marqueurs moléculaires sont-ils équivalents ?

de fortes structurations a I’échelle moléculaire, qui témoignent de désé-
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Abstract

Genetic diversity of cultivated tropical plants

It was in the 1960s that the scientific community first became aware of the
threat that disrupting natural environments posed to the germplasm of
numerous cultivated species. It began working to collect that germplasm, and
thus it was that a multitude of collections were set up worldwide. These
collections are now so large that they are proving difficult to maintain and
characterize, and their management has become a crucial issue. Germplasm
conservation, evaluation and usage all need to be rethought.

In response to those concerns, Frankel and Brown introduced the idea of core
collections in the 1980s: a sample of accessions from a larger collection is
taken to provide as accurate a picture as possible of the existing range of
diversity. However, according to which criteria and using which tools should
the sample he chosen?

Agronomic criteria are primordial for breeders, but are sometimes difficult to
evaluate, and their genetic determinism is often complex. Molecular genetic
markers, which are of no direct use, reveal the structure of the existing
diversity, which can be used as the basis for setting up a core collection. Little
is known about the relations between these two levels of variability: are the
different types of molecular markers equivalent? does a strong molecular
structure systematically mean a strong structure based on agronomic criteria
too? do the two types of structure necessarily tally?

Statistical tools, which can be used to analyse the resemblances between
individuals or populations, are essential in identifying the structure of diversity,
if indeed it is structured. But which method is most appropriate for each type
of marker, how reliable is the picture it gives of diversity and what biological
significance can it be assumed to have?

This work goes some way towards answering those questions, based on a
study of the genetic diversity of eleven tropical plants. Three methodological
chapters—on biochemical and molecular marking, data analysis and setting up
core collections—complement the study.

11






Les méthodes
de marquage
biochimique
et moléculaire

Laurent Grivet, Jean-Louis Noyer

I_es marqueurs biochimiques et moléculaires ont de nombreuses applications
en génétique des plantes. lls permettent d’observer, de fagon plus ou moins
fine, le polymorphisme de séquences de ’ADN d’un certain nombre de sites
ou de locus répartis sur le génome. Plus précisément, les marqueurs biochi-
miques révelent le polymorphisme des séquences de certaines protéines et
donc, de facon indirecte, le polymorphisme des séquences d’ADN a partir des-
quelles elles sont traduites. Les marqueurs moléculaires révelent directement le
polymorphisme de I’ADN, les séquences ciblées correspondant ou non a des
séquences codantes.

De par leurs propriétés, les marqueurs biochimiques et moléculaires consti-
tuent un outil puissant pour étudier la structuration de la variabilité génétique
au sein d'une espece et retracer son histoire évolutive. Ils sont trés pénétrants,
c’est-a-dire que leur niveau d’expression est peu affecté par I’environnement
ou le fond génétique. lls permettent donc de comparer des individus ne figu-
rant pas dans les mémes essais ou établis en collections dans des lieux diffé-
rents. On admet généralement qu’ils révélent un polymorphisme neutre, c’est-
a-dire non soumis a la sélection. Ils sont relativement peu sensibles a
I'homoplasie : le risque est faible d’observer deux alléles identiques mais résul-
tant d’histoires mutationnelles différentes.

13
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Ce chapitre vise a préciser les caractéristiques des différentes techniques de
marquage biochimique et moléculaire disponibles pour étudier la diversité des
collections de matériel génétique chez les plantes. Il existe maintenant plus
d’une dizaine de techniques de marquage génétique (voir par exemple, Wei-
SING et al., 1995 ; KARP et al., 1996 ; SANTONI, 1996 ; Kare et al., 1997 ; Kare et
al., 1998 ; DE VIENNE et SANTONI, 1998). Nous en aborderons cing, largement
répandues ou prometteuses : les isoenzymes, les RFLP (restriction fragment
length polymorphism), les RAPD (random amplified polymorphic DNA), les
AFLP (amplified fragment length polymorphism) et les microsatellites. Le prin-
cipe de chaque technique est brievement décrit en annexe. Aprés avoir rap-
pelé la structure du génome des plantes, nous décrirons les aspects méthodo-
logiques — séquences ciblées, nature et niveau du polymorphisme détecté,
similarité génétique — et pratiques — codt, rapidité de mise en ceuvre, infra-
structures nécessaires — qui différencient ces cinq techniques.

Rappels sur I’organisation et la variabilité
du génome des plantes

L’organisation du génome

Le génome des plantes est distribué dans trois compartiments cellulaires : les
mitochondries, les chloroplastes et le noyau.

Le génome mitochondrial est composé d’une molécule d’ADN maitre circu-
laire de 200 a 2 500 kilobases (1 kilobase = 1 kb = 10? paires de bases) suivant
les especes, comportant 100 a 120 génes. Le génome chloroplastique est aussi
circulaire et sa taille est d’environ 150 kilobases. Il porte une centaine de
genes. Les génomes chloroplastique et mitochondrial sont, le plus souvent,
hérités par la voie maternelle.

Le génome nucléaire est composé d’autant de molécules linéaires qu’il y a de
chromosomes. Les génes sont dispersés dans une matrice d’ADN non codant,
essentiellement constituée d’ADN répété. La taille du génome nucléaire varie de
fagon considérable d’une espece a I'autre : elle est de I'ordre de 400 mégabases
(1 mégabase = 1 Mb = 10° paires de bases) chez le riz et de 16 000 méga-
bases chez le blé tendre. Le plus gros génome nucléaire connu chez les angio-
spermes, celui de Fritillaria assyriaca, contient 600 fois plus d’ADN que le plus
petit, celui d’Arabidopsis thaliana (BENNETT et SMITH, 1991). Ces variations sont
dues a des différences de niveau de ploidie et surtout a des différences de
quantité d’ADN répété dispersé non codant. On estime que le nombre de
genes portés par un génome nucléaire de plante est compris entre 20 000 et
50 000. Bien que diluée, I'information contenue dans le noyau reste donc net-

14
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en évidence a l'aide de la cytométrie en flux (DoLezer, 1991 ; BENNETT et
LeircH, 1995). Elles peuvent parfois apporter des éléments utiles pour différen-
cier des groupes au sein d'une espéce ou d'un complexe d’espeéces.

La nature de I'information révélée
par les différentes techniques
de marquage génétique

Nous abordons ici les aspects méthodologiques qui différencient les cinq tech-
niques de marquage génétique envisagées, puis nous examinons ces diffé-
rences pour voir comment elles affectent I'estimation de la diversité génétique
et les similarités entre individus.

La nature et |'interprétation génétique du polymorphisme

Chaque type de marqueur repose sur une méthodologie qui va conditionner la
nature de I'information obtenue. Il est possible de distinguer deux grandes
catégories de marqueurs : les marqueurs qui permettent de révéler une série de
plusieurs alleles pour chaque locus étudié, ce sont les marqueurs dits multial-
léliques, et les marqueurs qui permettent de révéler la présence ou I’absence
d’un seul alléle pour chaque locus, et cela simultanément pour un grand
nombre de locus, ce sont les marqueurs de type empreinte génétique, ou fin-
gerprinting.

LES MARQUEURS MULTIALLELIQUES

Les marqueurs multialléliques comprennent les isoenzymes, les RFLP et les
microsatellites. Les alléles mis en évidence sont le plus souvent codominants :
les deux alleles homologues sont observables chez les individus hétérozygotes.

Les isoenzymes et les RFLP

Pour les isoenzymes, un locus est défini par une fonction catalytique envers un
substrat spécifique. Pour les RFLP, un locus correspond a la région du génome
qui s’hybride avec une sonde, dont la taille va de quelques centaines a quelques
milliers de paires de bases. Dans les deux cas, les alléles se distinguent par leur
mobilité électrophorétique. Dans le cas le plus simple, un alléle est matérialisé
par une seule bande de poids moléculaire spécifique. Néanmoins, plusieurs
facteurs peuvent compliquer ce schéma.

16
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Figure 1. Relation a deux dimensions entre les similarités génétiques calculées a partir des
RFLP, des AFLP, des microsatellites (SSR) et des RAPD chez le soja. Les carrés blancs repré-
sentent les similarités entre accessions de I'espece Glycine max, les croix représentent les
similarités entre les accessions de I’espéce G. soja et les carrés noirs les similarités entre acces-
sions des deux espéces, d’aprés POWeLL et al. (1996).

Les valeurs faibles de corrélation peuvent s’expliquer en grande partie par un
biais di a I"échantillonnage des locus. Cela est particuliérement vrai pour les
isoenzymes dans la mesure ol le nombre de locus analysés est le plus souvent
inférieur a 20. MessMmer et al. (1991) ont calculé les écarts types des indices de
similarité par la méthode du jackknife (MiLLer, 1974). Ils ont montré que les
valeurs des écarts types obtenues avec 22 locus isoenzymatiques étaient deux
a trois fois supérieures aux valeurs obtenues avec 144 couples enzyme-sonde
RFLP. Cela reste vrai pour les techniques moléculaires, qui permettent pourtant
de révéler plus de locus. Dos SANTOS et al. (1994) ont montré par bootstrap
(EFRON et TiBSHIRANI, 1986) que la distribution des corrélations entre indices
calculés pour 100 échantillons aléatoires de 56 bandes RAPD pris deux a deux
était largement superposée a la distribution des corrélations entre indices pour
100 échantillons aléatoires de 56 bandes RAPD et de 56 bandes RFLP pris
deux a deux.
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Figure 2. Relation entre la similarité (distance de Rogers, MRD) calculée a partir des
marqueurs RFLP et la distance calculée a partir de données morphologiques (distance
de Mahalanobis) chez le mais, d’aprés Dittmann et al. (1997).

La mise en ceuvre pratique
des techniques de marquage

Deux aspects pratiques majeurs distinguent les techniques de marquage géné-
tique : leur facilité de mise en ceuvre et leur coiit.

La facilité de mise en ceuvre

Les isoenzymes ne nécessitent pas de gros équipements de laboratoire et utilisent
de petites quantités de matériel végétal. Leur mise en ceuvre sur une espece
nouvelle peut étre plus ou moins laborieuse. Elle dépend de la difficulté a
trouver un équilibre entre le tampon d’extraction des protéines et le tampon
d’électrophorese. Cet équilibre est plus difficile a atteindre chez les plantes
dont les organes sont riches en polyphénols. Le principal handicap des isoen-
zymes vient du faible nombre de locus qu’elles permettent de révéler. Ce
nombre est toujours inférieur a 50 et le plus souvent inférieur a 20.
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Annexe

Description des techniques moléculaires

Nous proposons ici une description succincte des techniques AFLP, RAPD, RFLP et
microsatellites. Pour des descriptions plus détaillées, des publications comme celles de
KARP et al. (1997) ou de DE VIENNE et SANTONI (1998) pourront étre consultées ainsi que
le site Internet de I'IPGRI (http:/www.cgie.org/ipgri/training).

Les textes qui accompagnent la description des techniques comportent un certain
nombre de mots signalés par un astérisque. Ces termes sont expliqués en utilisant un
vocabulaire courant (quoique...) dans le glossaire (p. 35). Le site Internet de I'Institut
Pasteur (http://www.pasteur.fr/other/biology/francais/bio-docs-fr.html) fournit des liens
vers de nombreux dictionnaires.

Nous ne revenons pas ici sur les techniques isoenzymatiques, car bien qu’encore large-
ment compétitives en terme d’analyse de diversité elles ont été déja abondamment
décrites.

Un individu par piste

AFLP (amplified fragment length
polymorphism)

Aprés extraction*, ’ADN est hydrolysé*
sous |"action de deux enzymes de restric-
tion*. Des adaptateurs spécifiques des
deux types de site de restriction* sont
ligués* aux extrémités des fragments
obtenus. L’ADN ainsi préparé est utilisé
lors d’une amplification PCR*, qui utilise
deux amorces* correspondant aux adap-
tateurs* auxquels sont ajoutées de une a
trois bases arbitraires en 3'*. L’une des
deux amorces est marquée*. Les frag-
ments produits par cette amplification
sont séparés par électrophorése* sur un
gel d’acrylamide dénaturant*.

Alléles de différents locus

Le gel est exposé* quelques jours au
contact d'un film autoradiographique*.
Pour chaque individu, plusieurs dizaines
de fragments, ou bandes, sont matériali-
sées. Chaque bande s'interpréte comme
un alléle d’un locus particulier.

Autoradiographie d'un gel d’acrylamide dénaturant s.
lequel ont été séparés des fragments issus d’'une amplificatio
radioactive AFLP. La longueur totale du gel est d

40 centimétres. (photo R. Purba-Cirad
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RAPD (random amplified polymorphic DNA)

Apres extraction*, 'ADN est utilisé tel quel lors d’'une amplification PCR*, qui met en jeu

une seule amorce* de 10 bases définie arbitrairement. Pour que I"amplification ait lieu,

cette amorce doit trouver deux séquences homologues* inversées, situées a une distance

telle que I'amplification puisse avoir lieu. Les fragments produits par cette amplification

sont séparés par électrophorése* sur un gel d‘agarose* résolutif (concentré). | e résultat

se présente sous la forme d’une photographie de gel coloré au bromure d'éthidium*.
Chaque bande s’interpréte comme un
allele d’un locus particulier.

Un individu par piste

Photographie sous ultraviolets d’un gel
d’agarose a 1,4 %. Les produits d’amplification
RAPD d’ADN de huit cacaoyers sont colorés
au bromure d’éthidium.

(photo J. N'goran-Cirad).

Alléles de différents locus

Marqueur de taille
en kilobases

RFLP (restriction fragment length polymorphism)

Apres extraction*, I’ADN est hydrolysé* sous Iaction d’'une enzyme de restriction*. Les
fragments de taille variable sont ensuite séparés par électrophorése* sur un gel d’aga-
rose* puis transférés sur une membrane (Southern*). Une sonde* préalablement mar-
quée* est appliquée sur cette membrane. Elle s’hybride* sur les fragments qui contien-
nent tout ou partie d'une séquence* qui lui est homologue*. Apreés plusieurs lavages*
de stringence* croissante, la membrane est exposée* quelques heures a quelques jours.
Le résultat se présente sous la forme d’une autoradiographie*. Les bandes observées
matérialisent les différents alleles du locus ciblé. Chaque alléle correspond a une confi-
guration particuliére des sites de restriction autour de la région homologue de la sonde.

Un individu par piste

5

3 Autoradiographie des ADN
o & de sept bananiers diploides
& = hybridés avec une sonde

E b marquée au 3P,

5 ©lg  (photo J.L. Noyer-Cirad).

© 3 E

] > 0

P gz

= 1] =

< b3
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Glossaire

3’-5" : le double brin d’ADN est constitué de deux brins complémentaires antiparal-
leles, orientés 3'OH-5'P. La synthése de I’ADN se faisant uniquement de 5’ vers 3, les
bases de I'amorce situées du coté 3’ ol s’effectue la synthése auront plus d'importance
dans la précision de I'homologie recherchée que les bases situées a |'autre extrémité de
I’amorce lors des amplifications PCR.

Adaptateur : fragment d’ADN double brin, synthétisé, dont la séquence connue sert de
site d’amorcage pour des amplifications PCR. Les adaptateurs sont au préalable ligués
aux fragments d’ADN que |"on veut amplifier.

Amorce : fragment d’ADN simple brin, synthétisé, qui apres s’étre hybridé sur une
séquence homologue d’un brin d’ADN dénaturé, sert de point d’ancrage pour démarrer
la synthese du brin complémentaire. Lors de I'hybridation sur de I’ADN génomique, c’est
la longueur des amorces qui définit la spécificité du locus cible. Dans le cas des RAPD,
une amorce d’environ dix bases, va trouver a s'hybrider plusieurs centaines, voire plu-
sieurs milliers de fois dans chaque sens et permettre d’amplifier finalement quelques
dizaines de fragments. Dans le cas des microsatellites, deux amorces de 20 bases vont
statistiquement permettre d’amplifier un locus unique (hors duplications).

Amplification PCR : réaction de synthése de fragments d’ADN a la suite d’une série de
cycles de dénaturation, d’hybridation et de synthése, qui permet d’amplifier en quantité
une séquence d’ADN cible. En théorie, une amplification de n cycles donne 2n fois le
nombre de copies du fragment synthétisé au cours du premier cycle. Dans la pratique,
c’est toujours moins. C'est la découverte d’ADN polymérases thermostables, résistant a
plusieurs cycles de dénaturation de I'ADN a 95 °C, qui a entrainé le développement
spectaculaire de cette technique.

Autoradiographie : film sensible impressionnable par un rayonnement radioactif ou
« lumineux ». Ce rayonnement localisé sur un gel ou sur une membrane peut provenir
d’'une amorce marquée (marquage) a son extrémité ou d’'un ADN marqué.

Bromure d'éthidium : agent intercalant de I’ADN qui se fixe a I'intérieur de la double
hélice. Une fois fixé, il devient fluorescent sous I'action d’un rayonnement ultraviolet.
Cette particularité est utilisée pour visualiser ’ADN sur un gel (produit dangereux).

Electrophorése : technique qui permet de faire migrer sous I'action d’un champ élec-
trique toute molécule polarisée. A densité de charge constante, les molécules les plus
petites migrent plus loin de l'origine que les molécules les plus grosses. L’ADN étant
chargé négativement en solution on peut donc séparer les fragments de taille différente.

Endonucléase : enzyme capable de catalyser en un point précis I'hydrolyse de I'’ADN
ce qui provoque une rupture des deux brins a l'intérieur de la chaine (par opposition
aux exonucléases qui provoquent des ruptures a I’extrémité de la chaine).

Enzyme de restriction : endonucléase qui coupe I’ADN a un site spécifique. Ce site est
défini par une séquence de bases. Les enzymes les plus fréquemment utilisées recon-
naissent des séquences de 4 ou 6 bases.

Exposition : quand des fragments d’ADN ont été marqués (marquage) ils émettent un
rayonnement lumineux ou radioactif plus ou moins intense. Le rayonnement est détecté
au contact d’un film radiographique sensible (autoradiographie). Selon I'intensité du
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Les méthodes
d’analyse des données

Xavier Perrier, Albert Flori, Francois Bonnot

I_’analyse des données de diversité revient, le plus souvent, a I'analyse
de tableaux croisant des unités taxonomiques — espéces, populations, culti-
vars... — et des variables de caractérisation de la diversité. Ces variables sont
de nature diverse : caractéres agronomiques quantitatifs, descripteurs morpho-
logiques, le plus souvent qualitatifs, marqueurs biochimiques (isoenzymes) ou
moléculaires (RFLP, RAPD...), souvent codés en présence ou absence. Les
unités taxonomiques sont en général observées individuellement, mais elles
peuvent aussi correspondre a des populations, les observations sont alors des
moyennes de caractéres, des fréquences alléliques... Dans tous les cas, I'ana-
lyse de ces données a pour objectif de repérer une éventuelle structuration des
unités taxonomiques par l'analyse des ressemblances ou des dissemblances
entre ces unités.

Cet objectif reléve d’une action de classification, terme vague qui regoit dans
le langage courant deux acceptions différentes. La premiére concerne I'action
de regrouper les objets en ensembles homogenes. Cette ambition a été celle de
tous les grands systématiciens, d’Aristote a Linné. La seconde acception reléve
de I'action d’ordonner logiquement. On s’intéresse alors essentiellement aux
relations d’ordre entre les unités taxonomiques, c’est-a-dire aux relations de
filiation entre unités au sens de I"évolution, qui relévent de la phylogénétique.
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De nombreux logiciels statistiques proposent les diverses méthodes d’analyse
factorielle. Les outils liés a I’analyse des dissimilarités et a leur représentation
arborée sont moins fréquents, le logiciel Ntsys est sans doute le plus complet
et le plus accessible (RoHLr, 1987). Diverses fonctions non disponibles ou des
méthodes en partie remaniées ont été réunies dans un logiciel spécialisé,
Darwin (dissimilarity analysis and representation), disponible auprés des
auteurs (PErRrIER, 1998).

Le choix d’un indice de dissimilarité

Il sagit de définir une mesure de la ressemblance (similarité) entre deux indi-
vidus ou plutét, de fagon équivalente, de la dissemblance (dissimilarité)
puisque I'on peut passer simplement de I'une a I'autre par une transformation
linéaire.

Il existe, en fait, un grand nombre de mesures de dissemblance. En fonction de
la nature des données, divers choix sont possibles. Certaines de ces dissimila-
rités ont des propriétés mathématiques intéressantes pour l'analyse ou posse-
dent des capacités de stabilité face a des erreurs de données, qui constituent
des arguments pertinents pour les retenir. Le choix final reste relatif au réel
contenu informatif des marqueurs utilisés et au point de vue que I'on souhaite
adopter sur cette information.

Enfin, certaines dissimilarités, les ultramétriques et les distances additives, ont
des propriétés remarquables de représentabilité sous forme d’arbre. Il n'y a,
bien sdr, aucune raison pour que la mesure établie sur les données posseéde de
telles propriétés. L'objet des méthodes de construction d’arbre est de trans-
former, en la déformant le moins possible, la mesure établie sur les données en
une dissimilarité possédant des propriétés de représentabilité.

Définitions et propriétés

L’objet mathématique le plus général traduisant la différence est une dissimila-
rité, c’est une fonction d de I’ensemble des paires (i,j) d’individus dans
I'ensemble des réels positifs ou nuls, symétrique (dli,j) = dlj, /) et telle que dli,i)
= 0 pour tout /. Cette définition est peu contraignante et couvre un grand
nombre de mesures possibles. En revanche, elle n‘ouvre que peu de propriétés
mathématiques et il est nécessaire d’ajouter d’autres contraintes pour acquérir
certaines propriétés intéressantes.

Une distance, on dit parfois une métrique, est une dissimilarité particuliére
obtenue en ajoutant la condition dli,) = 0 = i = j et surtout I'inégalité triangu-
laire entre trois individus, dli,) < dli,k) + d(j,k). Cette condition, naturelle, tra-
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ce”

4 c
(c)

Figure 1. Ultramétrique (a) et distance additive en représentation hiérarchique (b) ou
radiale (c).

Figure 2. Arbre a quatre feuilles et longueurs des arétes.

On montre que la condition ultramétrique n’est qu’un cas particulier de la
condition des quatre points. L’ultramétrique apparait alors comme une dis-
tance additive d'arbre particuliére soumise a une contrainte plus forte. Cette
contrainte supplémentaire correspond a I’obligation, sur trois individus, de
I’égalité des deux plus grandes distances, contrainte absente d’une distance
additive d’arbre, qui autorise des longueurs de branches inégales. Cette
moindre contrainte permet donc une représentation plus fidele des dissimila-
rités initiales.

RELATION D'INCLUSION ENTRE FAMILLES DE DISSIMILARITES

Ces différentes familles de dissimilarités ont été établies en ajoutant des
contraintes supplémentaires a partir de la définition initiale d’une dissimilarité.
Cela induit des relations d’inclusion entre ces différentes familles (figure 3).
Ainsi, les ultramétriques sont des distances euclidiennes et des distances addi-
tives particulieres. Elles sont elles-mémes des distances de Manhattan, qui, a
leur tour, sont des distances, cas particulier de dissimilarités. Quand on par-
court la figure 3 de haut en bas, on rencontre des indices supportant des
conditions de plus en plus fortes et donc de moins en moins aptes a décrire
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L'intérét mathématique de la distance de Manhattan, dl(ij) = %, | Xig = X |, a
été souligné. On observ > la distance euclidienne, en élevant au carré les
différences, donne un poi.. fort aux écarts importants. Cet a priori n'a pas tou-
jours de réelle justification, la distance de Manhattan, qui donne le méme
poids a toutes les différences, parait alors préférable. On pondére en général
cette distance par le nombre P de variables et, si I'ordre de grandcur des
variables est trés différent, il est nécessaire de les ramener a une méme
échelle, par exemple en les rapportant a leur amplitude.

Les mesures de dissimilarités sur variables
présence ou absence

Les descripteurs de la diversité génétique sont souvent des variables binaires,
qui traduisent |’absence ou la présence d'un caractére. Pour les descripteurs
biochimiques ou moléculaires, ces caracteres codent en général la présence
ou l'absence d'une bande sur un gel d’électrophorese. Nous noterons conven-
tionnellement 0 I’absence et 1 la présence.

De nombreuses mesures de ressemblance entre individus, ou coefficients
d’association (SNEATH et SOKAL, 1973), ont été définies sur les données binaires.
Elles ont le plus souvent été proposées par des chercheurs d’une discipline
particuliere — botanique, zoologie, paléontologie... — et avaient comme prin-
cipale justification de bien traduire I'idée que se faisaient ces chercheurs de la
ressemblance entre leurs objets d’étude. Nous nous limiterons ici a la présen-
tation des indices dont on sait expliciter la logique de construction et qui pré-
sentent un comportement raisonnable (Beautieu, 1989) ; par exemple, si on
ajoute un nouveau marqueur, la dissimilarité entre deux individus doit aug-
menter (ou diminuer) si les deux individus prennent, pour ce marqueur, des
valeurs différentes (identiques).

On note, pour deux individus i et j, a le nombre de marqueurs qui sont pré-
sents simultanément chez i et j. De méme, d est le nombre d’absences en
commun, b le nombre de présences chez i et d’absences chez j et c la situa-
tion inverse. Le tableau 1 donne la liste de treize de ces indices. Il est habituel
de les exprimer sous la forme de la similarité S, la dissimilarité s’obtenant,
pour ces indices, par D=1 -S.

Le principe général de construction de tous ces indices est le méme, la simili-
tude est estimée par le nombre d'accords. Cependant, cette valeur n’a pas de
sens absolu et doit étre rapporlée a une base de comparaison. Les indices
divergent dans le mode d’estimation du nombre d'accords et dans le choix de
la base de comparaison.

L’estimation des accords dépend du sens que I'on donne a la modalité absence.
Si I'on considére que seule la modalité 1 est informative, la modalité O tradui-
sant surtout une absence d’information, alors le nombre d’accords est a, le
nombre de présences en commun (indices S1 a 59). Si 0 et 1 sont informatifs et
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On utilise souvent la distance de y? sur un tableau disjonctif complet. Pour
une variable, on crée pour chacune de ses modalités une variable binaire pre-
nant la valeur 1 si I'individu présente cette modalité, 0 sinon, et on calcule le
x* classique sur cette nouvelle matrice de données. Cette distance ne donne
pas un méme poids a toutes les modalités, en particulier les modalités rares
prennent un poids trés fort. Méme si cel effel peut étre parfois recherché, il
parait souvent indésirable.

Le choix d’un indice de similarité sur marqueurs
biochimiques et moléculaires

La ressemblance génotypique entre deux individus peut étre mesurée par une
similarité génétique définie a partir des formes alléliques des genes observés.
Certains types de marqueurs (isoenzymes, microsatellites...) donnent, en
général, une information génétique directe et permettent un codage en alléles
par identification de la composition allélique de chaque locus. La similarité
génétique, telle qu’on la définit, est alors directement estimable. D’autres mar-
queurs ne permettent pas d’accéder a la totalité de I'information génétique et
seul un phénotype est observé. La similarité génétique ne peut étre calculée
directement, mais les caractéristiques de ces marqueurs permettent de définir
I'indice de similarité le plus pertinent. Il est intéressant d’évaluer de plus
I'ordre de grandeur de I'erreur liée a cette perte d'information.

LES MARQUEURS MULTIALLELIQUES

On fixe a priori une définition de la similarité génétique T, entre deux indi-
vidus i et j comme la moyenne sur les L locus du rapport du nombre n,
d’alleles du locus | présents simullanément chez les deux individus et du
nombre n,_d’alléles comparés : T. = (X, n, ./ nJ/ L. Simest la ploidie, n,. vaut
7 pour tous les locus. En posant n =2 ngetn ==l alors T,=n./n. =n
/ (zL).

5

Pour une espéce diploide, un locus peut étre codé par autant de variables qu'il
a d'alleles, chaque variable prenant les valeurs 2, 1 ou 0. Suivant ce codage,
pour deux individus i et j, la combinaison des génotypes de chaque locus
appartient a un des sept groupes, notés A a G (tableau 2). Le nombre de locus
de chaque groupe est noté /, a /5. On peut alors écrire T, a partir de n, = 21,
+lg+ 21+ lcetn =20, + 1, +.~' +." e+ o+ 1.

On définit les paramétres n__ (r = s) comme le nombre d’alléles présents r fois
chez un individu et s fois chez I'autre. Chacun des groupes A a G contribue a
ces parametres. Par exemple, pour un locus a a, alleles, une paire du groupe D
participe une fois a n, , deux fois a n, , et a,- 3 fois a n, .
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peut alors rechercher la valeur de P telle que, sous certaines hypothéses, S,
approche au mieux T,

Pour une espéce diploide autogame qui serait homozygote pour tous les locus,
Sy= Typour B =1/2, 5, est alors directement I'indice de Dice.

On connait, en général, pour une espece donnée, une valeur de t, le taux
d’hétérozygotie moyen. En admettant que cette valeur puisse s'appliquer a
chaque locus, on peut définir les valeurs de B, fonction de ¢, qui annulent S,
=T, L’expression de cette différence est complexe et les relations entre B et ¢
ont été recherchées numériquement pour différentes distributions du nombre
d’alléles par locus, le maximum étant fixé a 7 (figure 6). Les distributions |, I et
IV correspondent a des distributions extrémes, la distribution 11l reproduit une
distribution observée sur I'hévéa (M. Seguin, comm. pers.).

On remarque le cas des locus a faible nombre d’alléles (I ou II) ot la similarité
génétique n’est approchée, pour des hétérozygoties faibles, que pour des
valeurs de B proches de 1.

Si I'on prend comme base de référence la distribution I, on pourrait proposer
de fixer la valeur de B a 0,5 pour t< 0,1, a 0,6 pour 0,1 < t<0,3, a 0,7 pour
t>0,3.

09

0,8

0,7 1]}

0,6

0,5
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Figure 6. Valeurs de I'indice B de la dissimilarité D = a / [a + Plc + d)] telles que D
est égal a la dissimilarité génétique T, calculée a partir de I'information génétique
compléte, en fonction du taux d’hétérozygotie t et pour diverses distributions du
nombre d’alléles :

I :tous les locus ont 2 alléles ;

Il :locus & 2 ou 3 alléles dans les proportions 0,9 et 0,1 ;

Il : locus de 2 a 7 alléles dans les proportions 0,27, 0,32, 0,19, 0,11, 0,07 et 0,03 ;

IV : tous les locus ont 7 alléles.
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gotes pour l"alléle nul chez les deux individus et apporte autant d’information
que le nombre de doubles présences. Il sera logique de retenir un indice symé-
trique en 0 et 1. Le dénominateur de la similarité génétique T. est égal, dans
ce cas particulier, a P. Cette valeur conduit a retenir I'indice de Sokal et
Michener, il sexprime ici par S, = (n, ; + n )/ P.

La différence S T‘, qui mesure l'erreur d’estimation de la similarité gene~
tique, s’ expnme smplemem par (Ig; = Ig,) / P. Cette différence est nulle si les
fréquences des génotypes (2,0) et (0,2) sont égales, c’est-a-dire si les fré-
quences des deux alleles sont identiques pour tous les locus, elle restera faible
si elles tendent a I’étre, en moyenne, sur les locus. D’autre part, si I'espece est
;ré;lhomozygole, les proportions de génotypes B sont faibles et I, - /,, restera
aible.

Pour des espéces plus hétérozygotes, cette différence peut étre forte puisque
les génotypes B peuvent représenter jusqu’a 50 % des effectifs. Comme précé-
demment, des simulations numériques ont permis d’en estimer |'ordre de gran-
deur pour différents niveaux d'hétérozygotie et pour différentes proportions
des deux alléles d’un locus. L'erreur vraie est, comme précédemment, la demi-
amplitude des extrémes observés rapportée a la similarité génétique moyenne.
Elle croit avec I'hétérozygotie et atteint 13 % pour t = 0,5 et aucun déficit allé-
lique, elle dépasse 18 % si les alleéles non identifiables sont majoritaires et
tombe a 10 % dans le cas contraire. Dans tous les cas, |'imprécision introduite
par la perte d’information génétique est nettement plus importante que pour
les marqueurs codominants.

On montre, sur ces exemples, que le contenu informatif des marqueurs permet
de justifier le choix d’un indice de similarité, justification qui est le plus sou-
vent absente des publications dans ce domaine.

Les méthodes d’analyse factorielle

Les méthodes d’analyse factorielle ont pour objectif de repérer les structures
les plus fortes dans les populations que I'on étudie et d’éliminer les particu-
larités ponctuelles qui génent la perception générale des phénomenes. Elles
peuvent ainsi étre d'une grande utilité lorsque |'on aborde I'étude de la diver-
sité d'une espéce ou d’une population.

L’objet de ces méthodes est de produire une représentation géométrique des
mesures de dissemblance entre unités. Cette représentation permet de mani-
puler de maniére concréte la notion de diversité. On aboutit ainsi a une
décomposition hiérarchisée de la diversité, qui permet de distinguer les ten-
dances fondamentales des variations particuliéres.
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L'interprétation des axes fournis par une ACP est fortement enrichie puisque
les corrélations entre les facteurs et les variables du tableau peuvent étre calcu-
lées. L'examen de ces corrélations pour chaque axe permet de mettre en évi-
dence la ou les variables les plus liées a cet axe. On met ainsi en évidence des
faisceaux de variables qui varient conjointement et dont la variation conjointe
provoque une forte discrimination des individus.

L’ ANALYSE DES CORRESPONDANCES MULTIPLES

L’analyse des correspondances multiples (ACM) permet d'étudier des individus
décrits par des variables qualitatives a modalités. Cette méthode calcule les
distances entre individus par la distance du %? sur le tableau disjonctif complet
(voir ci-dessus). C'est-a-dire que deux individus sont d’autant plus distants I'un
de l'autre qu'ils présentent de nombreux désaccords et que leurs désaccords
leur font adopter a I'un ou a I'autre des modalités rares.

Cette méthode est aussi connue sous les noms d’analyse factorielle des corres-
pondances multiples (AFCM), d’analyse factorielle des correspondances sur
tableau disjonctif complet (AFC sur TDC), voire simplement d’analyse facto-
rielle des correspondances (AFC).

L'interprétation des axes fournis par I'analyse factorielle de cette matrice de
distances se déduit des relations qu’ils possédent avec trois types d’objets : les
individus, les variables et les modalités.

Q Les individus fournissent les mémes interprétations que dans les autres
méthodes d’analyse factorielle.

Q Comme en ACP, on peut évaluer le lien entre les variables du tableau et
chaque axe. Pour une variable qualitative, ce lien s’apprécie par le rapport 1?,
qui est égal a la part de I'inertie totale de I’axe reconstituée par la somme des
carrés des écarts intermodalités. Un facteur peut alors étre percu comme une
synthése numérique d’un certain nombre de variables qui varient conjoin-
tement.

Q Une variable qualitative est un objet plus complexe qu’une variable quanti-
tative et la diversité qu’elle induit se manifeste sur d’autant plus d’axes que la
variable a de modalités. Une interprétation plus fine des axes et des liaisons
entre variables doit donc étre recherchée au niveau des modalités. Cependant,
le choix de la distance du y? fait que la forte contribution d’une modalité a un
axe peut n'étre due qu’a la rareté de cette modalité et donc a |'excentricité
du petit nombre d’individus qui la posséde. Lorsqu’il n‘en cst pas ainsi, un
axe révele un ensemble de modalités en association mutuelle, c’est-a-dire
présentes ou absentes simultanément chez un grand nombre d’individus.

En ce qui concerne les représentations graphiques, la distance du x? fait qu’en
disposant sur un méme graphique les individus et les modalités, un individu
est proche des modalités qu’il possede et une modalité est proche des indi-
vidus qui la possedent.
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La seconde au contraire peut donner plus de poids qu’il n’en faudrait a un
tableau dont les premiéres valeurs propres ne sont pas trés différentes les unes
des autres.

L’ANALYSE FACTORIELLE MULTIPLE

L'analyse factorielle multiple est donc une ACP particuliere, dans laquelle
toutes les variables d’un tableau sont pondérées par I'inverse de la variance de
I’axe principal d'inertie de I'analyse séparée du tableau.

En tant qu’ACP, elle permet de repérer les individus qui se ressemblent pour
I’ensemble des variables et donc de faire une typologie des individus. Elle
permet aussi d'attribuer le passage d’une classe de cette typologie a une autre,
a la variation conjointe de quelques variables. Ce sont ces directions com-
munes de variation que I’AFM produit comme axes d’inertie, sous le nom
d’axes de I'analyse globale.

Cependant, l'organisation des données sous forme de juxtaposition de
tableaux enrichit I'interprétation de I’AFM. D’une part, I’AFM fournit pour
chaque axe de I’analyse globale des indices permeltant de détenminer s'il n’est
da qu’a des variables d’un seul tableau ou s'il est commun a plusieurs types de
données. D’autre part, I’AFM calcule les corrélations entre les axes de I’ana-
lyse globale et les axes que produiraient les analyses séparées de chaque
tableau. Lorsque le critére précédent indique qu’un certain axe de I'analyse
globale est commun a plusieurs tableaux, cela permet, pour aller plus loin
dans I'analyse, de déterminer a quel caractére précisément au sein de chaque
type de mesures, |'axe commun est lié.

Enfin, ces corrélations permettent de connaitre, pour un certain axe d'une ana-
lyse séparée dont on saisit parfaitement le sens, le numéro de I'axe de I'ana-
lyse globale auquel il contribue essentiellement. Si cet axe global est commun
a plusieurs tableaux, cela signifie que I"axe partiel se manifeste de maniére
consensuelle. Au contraire, si Iaxe global est spécifique, cela signifie que I'axe
partiel correspond a un caractere qui est propre au type d’observations du
tableau séparé.

L’AFM possede par ailleurs un certain nombre de propriétés intéressantes pour
ce qui est de la représentation des individus. En particulier, on montre qu’elle
offre un compromis intéressant entre d’une part, la qualité de représentation
des nuages correspondants a chaque tableau séparé et d’autre part, la proxi-
mité pour un méme individu de ses représentations partielles.

La représentation arborée des dissimilarités

Le principe de toute méthode de représentation arborée est d’approcher au
mieux la dissimilarité §, choisie pour sa pertinence a décrire les relations entre
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dépend de la définition du voisinage retenue, la mise a jour de la matrice de
dissimilarité par calcul d’une dissimilarité entre le groupe formé et les autres
éléments, la construction des longueurs des deux arétes issues des deux élé-
ments réunis.

LA DEFINITION DU VOISINAGE

La définition la plus naturelle est de choisir comme voisins les deux individus,
ou groupes, présentant la plus petite dissimilarité. Les éléments i et j sont
définis comme voisins si 8(i,j) est la plus petite des valeurs de dissimilarité.

Ce critére permet de retrouver |'arbre solution dans un cas théorique ou la dis-
tance initiale serait déja une ultramétrique. En revanche, il ne permet pas for-
cément de retrouver la bonne structure si la dissimilarité initiale est une
distance additive d'arbre. Sur I'exemple de la figure 2 sur quatre points seule-
ment, on peut imaginer que la distance d(i,k) = a; + a_+ a, soit la plus petite
des distances bien que i et k soient dans deux paires opposées par I'aréte cen-
trale. Ce critére regroupera obligatoirement i et k et ne permettra pas de
retrouver |'arbre vrai. Pour cela d’autres critéres, qui prennent en compte
I"ensemble des distances pour juger d'un voisinage, doivent étre utilisés.

Saitou et Nel (1987), dans un contexte de diversité génétique, proposent un
critere de voisinage fondé sur le principe de parcimonie, qui est a la base de
I"approche phylogénétique. L’objectif est de créer un arbre qui soit de lon-
gueur totale minimale. On considére qu’une aréte représente un nombre
d’événements mutationnels et en vertu d’un principe de base qui veut que
I’évolution procede toujours par modification génétique la plus simple pos-
sible, le nombre d’événements, et donc la longueur totale, doit étre minimal.
Ces considérations conduisent a une définition de voisinage relatif, défini en
minimisant un critéere QXi,), fonction de &(i,)) et de la moyenne des dissimila-
rités de i et j aux n - 2 autres éléments k :

Qi) = 8 ) — (X, [8(i,k) + 8(j,K)]) / (n = 2).

On montre que ce critére possede des propriétés d’optimalité en termes de
moindres carrés et que son domaine d’application dépasse la cadre de la
reconstruction phylogénétique. Il peut s’interpréter, trés généralement, comme
une pondération de la dissimilarité entre deux individus par leurs dissimilarités
aux autres individus. Deux individus proches, qui different fortement des
autres individus, sont plus ressemblants que deux individus proches, mais
proches également des autres individus. Cette attitude est, dans bien des cas,
justifiée et explique le succes de cette méthode.

SATTATH et TVErRsky (1977) adoptent une démarche tres différente. Ils partent de
la caractérisation d’une distance additive d’arbre par la condition des quatre
points. Pour quatre individus quelconques i, j, k et |, si d(i,j) + d(k,)) est la plus
petite des trois sommes des distances deux a deux alors les deux plus grandes
sont égales : dli,k) + d(j,) = dli,) + d(j,k). La dissimilarité initiale & n’est pas
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calculée pour des arbres binaires de 20 a 100 feuilles (tableau 7). Elle peut étre
utilisée pour fixer une régle d'interprétation. En fixant un seuil a 5 % par
exemple, on considere que le hasard donnera moins de 5 fois sur 100 des
arbres d’ordre supérieur ou égal a 10, 13, 16, 18 et 19 lorsque n varie de 20 a
100 par pas de 20.

Il faut retenir qu’arbre consensus et sous-arbre commun n’ont pas le méme
point de vue sur les données. lls se justifient I'un et I"autre en fonction de
Iinterprétation que I'on fait des déplacements d’individus dans les arbres ini-
tiaux. S'il s’agit du déplacement accidentel de quelques individus au sein
d’une structure commune forte alors le sous-arbre commun parait le plus
adapté. Si au contraire les déplacements traduisent réellement des différences
de structure fondamentales alors I'arbre consensus est logiquement plus
adapté. En pratique, il est rarement possible d’opter franchement pour une de
ces deux hypothéses et les deux approches pourront étre mises en ceuvre de
maniere complémentaire.

Tableau 7. Distribution du nombre de feuilles des sous-arbres communs de 1 000 paires
d’arbres binaires aléatoires a 20, 40, 60, 80 et 100 feuilles.

6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 Moyenne

20 1 40 50 9 7,67
40 5 34 43 17 0 1 10,76
60 2 30 48 17 3 12,89
80 3 25 39 24 7 2 15,13
100 2 19 36 28 11 4 16,39
Conclusion

Pour conclure ce chapitre, il faut souligner le dynamisme de ce secteur de
recherche. On croyait, avec l'ouvrage de SnearH et SokaL (1973), que tout
était dit, ou presque, en taxonomie numérique. Les récents développements
théoriques, I'augmentation considérable des moyens informatiques, I’appari-
tion de nouveaux types de marqueur ont complétement remis en question
cette discipline, qui est actuellement un secteur de recherche trés actif a
I'interface entre les mathématiques et la biologie.

On aura compris a la lecture de ce chapitre la nécessaire intervention
conjointe de ces deux domaines. La question naturelle qui surgit d'une telle
présentation — certaines méthodes sont-elles meilleures que d’autres ? — n’a
pas, dans ce domaine, de sens réel. Il n’existe pas de solution mathématique
universelle, valable en toutes circonstances. Parmi la diversité des choix
possibles, seule la connaissance de I'espece végétale étudiée — niveau de
diversité, mode de reproduction, hétérozygotie... —, de la nature de I'échan-
tillon analysé, des caractéristiques des marqueurs utilisés permet de retenir les
approches les plus pertinentes dans chaque contexte particulier.
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de constitution
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I I'y a environ 10 000 ans, nos ancétres découvraient |’agriculture et créaient
de ce fait de nouvelles pressions de sélection sur les plantes sauvages :
le processus de domestication était né. Au cours des millénaires qui ont suivi,
ce processus a abouti a ce que I'on a coutume d’appeler les « variétés
primitives ». A partir du xvi© siecle, avec le développement des migrations
intercontinentales, la culture des plantes a trés largement dépassé leur zone
d’origine et de diversification. Enfin, le xx® siecle a été marqué par I'évolution
rapide des techniques de sélection et des modes de culture et par la
production de nouveaux idéotypes. C'est ainsi qu’une diversité considérable
d’especes et de formes a été engendrée.

VaviLov (1935) a été parmi les premiers a démontrer I'importance des banques
de génes dans I’'amélioration des plantes. Ce n’est cependant que quelques
décennies plus tard qu'HARLAN (1970), FRANKEL et BENNETT (1970) puis PERNES
(1984) ont encouragé la collecte et I'évaluation de la diversité des populations
naturelles.

Les principales plantes cultivées, les espéces sauvages affines et les
plantes cultivées mineures ont été collectées a l'initiative de I'IBPGR (Inter-
national Board for Plant Genetic Resources). Ces prospections en routine ont
entrainé rapidement des problemes de gestion et de conservation des
collections ainsi réunies.
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Principes et méthodes

La diversité intrapopulation est déterminée par les différences entre individus
pour un ou plusieurs caractéeres. Ces différences peuvent étre estimées par une
distance qui, dans notre cas, doit étre une distance métrique. Le choix de cette
distance dépend des caractéres observés, quantitatifs ou qualitatifs.

Les variables quantitatives

LE CHOIX DE LA DISTANCE, LA COLINEARITE ET LA PONDERATION

Les caracteres quantitatifs sont généralement hétérogenes. lls correspondent a
des longueurs (hauteur de la plante, diamétre de la tige, etc.), a des surfaces
(surface foliaire, surface du stigmate, etc.), a des poids (biomasse aérienne,
biomasse reproductive, etc.) ou a des temps (date de-floraison, durée de fructi-
fication, etc.). Ils manifestent, de plus, différentes formes de variabilité. Afin de
donner le méme poids a chaque caractére j, la distance euclidienne est pon-
dérée par l'inverse de I'écart type o.. La distance d,, entre deux individus i et k
pour les J caracteres quantitatifs est définie par la formule suivante :

f 2
— -1
dy = 2[(":';' ‘Xk,f) 9 ]
j=1
ol x; est la valeur du caractére j observée sur I'individu i et x,, la valeur du
caractere j pour l'individu k.

La distance entre les individus est directement liée aux différences. Si ces diffé-
rences proviennent de caractéres fortement corrélés, positivement ou négative-
ment, la distance entre certains individus est alors largement surestimée. Ainsi,
si nous mesurons le diamétre du tronc d’un arbre 2 différentes hauteurs du sol
(1 meétre, 1,10 metre, 1,20 metre, etc.), la distance euclidienne entre deux
arbres sera fortement influencée par les différences de diamétre. Cet exemple
est évident, mais un tel effet, appelé effet de colinéarité, se retrouve pour tous
les caracteres corrélés.

Pour éliminer les effets de colinéarité, I’analyse en composantes principales a été
appliquée a des variables standardisées pour donner J nouvelles variables cen-
trées, statistiquement indépendantes : les facteurs. La distance entre deux indi-
vidus i et k pour les Jfacteurs est calculée en utilisant une formule similaire :

di= i[(zjj. -Z,q-) ‘\/I;’r

i=1

ou la racine carrée de la valeur propre A, permet la pondération, et ou z; et z,;
sont respectivement les coordonnées des individus i et k sur le facteur j.
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Une telle procédure donne le méme poids a tous les facteurs dans I'estimation
de la distance, incluant aussi les composantes résiduelles, résultat du hasard
ou des erreurs de notations. Les facteurs dont la valeur propre est inférieure a 1
(critere de Kaiser) sont éliminés afin d’éviter qu’ils n’interviennent dans le
calcul de la distance.

LE CHOIX DES INDIVIDUS MAXIMISANT LA DIVERSITE

La somme des carrés généralisée (SCG) d'un lot de N individus dans I'espace
factoriel des K variables standardisées (moyenne = 0 ; variance = 1) et
indépendantes (coefficient de corrélation = 0) est égale au produit NK (LEBART
et al., 1977). La contribution P, de I'individu i a la SCG est égale a la somme
des carrés de ses K nouvelles coordonnées :

K
2
A= X.xi

j=1
La contribution relative CR; de I'individu i a la SCG de I'ensemble est donnée
par :
CR. = P, (NK).

Conserver la plus grande variabilité équivaut a maximiser le score du sous-
ensemble d’individus échantillonnés en utilisant un estimateur SCG. La
premiére étape consiste a prélever l'individu le plus €loigné du barycentre de
I'ensemble, c’est-a-dire I'individu qui a la plus forte contribution relative. La
sélection itérative des individus maximisant la diversité de la core collection
augmente la taille de cette core collection. A chaque itération, la SCG cumulée
de la core collection, exprimée en pourcentage de la SCG totale, est connue.
La procédure peut étre arrétée soit selon la taille de la core collection, soit
selon le pourcentage de diversité retenu. Les deux critéres peuvent étre pris
simultanément en compte. Dans ce cas, le premier critére atteint provoque
Iarrét de I’échantillonnage.

Les variables qualitatives

La méthode décrite ci-dessus est destinée aux données quantitatives. Les
modifications nécessaires au traitement des données qualitatives portent sur les
premiéres étapes de la PCS. Comme pour les données quantitatives, il existe
des relations entre les variables. Par exemple, deux marqueurs moléculaires
peuvent étre liés génétiquement. Afin d’éliminer les effets de ce type de
relation sur la distance et afin de donner le méme poids a des variables
indépendantes, une méthode d’analyse multivariée a été utilisée pour trans-
former les données initiales en coordonnées factorielles : il s’agit de I'analyse
factorielle des correspondances (Benzecri, 1972).
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La distance du y? est retenue a la place de la distance euclidienne et I'analyse
utilise un tableau disjonctif complet. Dans ce tableau, la présence et I'absence
d’un alleéle sont considérées comme deux variables différentes prenant la
valeur 1 et 0. Avec p marqueurs moléculaires observés sur N individus, nous
obtenons un tableau 2pN. Par conséquent, tous les individus montrent la
méme fréquence marginale égale a p. De plus, le terme pA, (4, est la valeur
propre du facteur /) est égal a la somme des rapports de corrélation de ce
facteur avec les p variables. Ce terme est équivalent a la valeur propre
observée dans I'analyse en composantes principales. La somme des pA. est
égale au nombre de marqueurs (pour I’analyse en composantes principales sur
données quantitatives, la somme des valeurs propres était égale au nombre de
variables). Comme pour les données quantitatives, les coordonnées factorielles
sont pondérées. Dans notre cas, les poids sont les racines carrées des pA,
correspondants. Le critére de Kaiser pour le choix du nombre de facteurs est
appliqué au terme pA.. Les étapes suivantes de la PCS sont les mémes que pour
les caractéres quantitatifs.

Discussion

La stratification : conditions et conséquences

La méthode la plus simple pour créer une core collection est I'échantillonnage
aléatoire sur I'ensemble de la collection de base. Lorsque la structure géné-
tique de la collection de base est inconnue, un tel échantillonnage représente
la meilleure solution (BRownN, 1989a). Néanmoins, son efficacité est faible
pour les alléles communs localement mais rares dans I'ensemble de la collec-
tion. C’est pourquoi BROWN (1989b) a suggéré une stratification de I'échan-
tillonnage.

PEETERS et MARTINELLI (1989), HOLBROOK et ANDERSON (1995), VAN HINTUM
(1995) partagent cet avis, et suggéerent de prendre en compte, comme base de
stratification, le pays d’origine du matériel végétal. PeeTers et al. (1993)
conseillent d'utiliser des données écogéographiques précises. Celles-ci ont été
prises en considération pour établir la core collection de soja (PerrY et al.,
1991). Les caractéres agronomiques ou biologiques majeurs — mode de
reproduction, durée du cycle... — sont également utilisés pour la stratification
(SPAGNOLETTI-ZeuLLlI et QUALSET, 1987 ; HAMON et VAN SLOTEN, 1989 ; DiwaN et
al., 1994 ; HamoN et al., 1995). Ces caractéres sont des variables de nature a
la fois quantitative (hauteur, diametre...) et qualitative (couleur, aspect...), qu’il
est difficile de traiter simultanément pour obtenir des matrices de distances,
sauf si les données quantitatives sont recodées de maniere a obtenir des
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Les premiéres utilisations de core collections

Quelle que soit la stratégie utilisée, les core collections sont congues pour
aider les gestionnaires a conserver et a valoriser les ressources génétiques. Les
deux exemples rapportés ici montrent que les utilisateurs peuvent y trouver
leur intérét.

L'USDA (United States Department of Agriculture), aux Etats-Unis, possédait
en 1990 une collection de base de luzernes pérennes de 2 400 accessions.
Afin d’en extraire une core collection de 200 accessions, BASIGALUP et al.
(1995) ont retenu, parmi les huit méthodes testées, la sélection dirigée de
génotypes aprés une stratification géographique. JuNG et al. (1997) ont par la
suite utilisé cette core collection pour des recherches sur la composition pro-
téique, la biodégradation des feuilles, la digestibilité et la composition en
lignines. Ainsi, cette core collection s'est révélée utilisable pour d’autres carac-
téres que ceux qui avaient déterminé sa constitution.

HoLeroOK et al. (1993) ont établi une core collection de 831 accessions d'ara-
chide a partir de la collection de base, qui en compte 7 432. Cette collection
comporte 70 % d’échantillons évalués sur des caractéres morphoagro-
nomiques et 30 % d'échantillons non évalués. Pour les accessions évaluées,
les analyses multivariées ayant mis en évidence une structuration en groupes,
10 % des accessions de chaque groupe sont prélevées au hasard. Pour les
accessions qui ne sont pas évaluées, 10 % sont prélevées aléatoirement apres
une stratification par pays. HOLBROOK et ANDERSON (1995) ont testé la perti-
nence de cette core collection par rapport a la collection de base pour la résis-
tance a la cercosporiose due a Cercosporidium personatum. Il s'agissait de
déterminer le nombre d’accessions résistantes que permettrait de détecter la
core collection par rapport a la collection de base. La démarche comprenait
deux étapes. Dans un premier temps, toute la core collection a été testée pour
ce caractere, puis les groupes qui faisaient apparaitre des résistances dans la
core collection ont été examinés en détail dans la collection de base. Le taux
d’efficacité, en terme de proportion d’accessions résistantes identifiées, passe
alors de 1/64, pour la collection de base, a 1/8, pour la core collection. Ce
résultat démontre I'utilité d’une core collection non seulement pour valoriser
le matériel génétique, mais aussi pour améliorer I'efficacité de la recherche de
caractéristiques particuliéres.

La méthode PCS de constitution de core collections permet de franchir un
degré supplémentaire d’efficacité. Bien entendu, comme pour |'arachide, la
mise en ceuvre de cette démarche repose sur la disponibilité des données
nécessaires aux sélections. HAMON et al. (1998) ont montré sur quatre plantes
— le riz, les caféiers, le sorgho et I'hévéa — que la variabilité des caracteres
quantitatifs dans les core collections n’est que peu ou pas modifiée lorsque la
sélection est qualitative. En revanche, les moyennes et les variances des carac-
téres morphoagronomiques le sont fortement par une sélection quantitative. La
sélection qualitative apparait comme la plus efficace pour conserver les alléles
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rares et augmenter la diversité globale avec des effets limités au niveau quanti-
tatif. C’est ainsi que la sélection quantitative entraine la perte de 6 % des
alleles rares — de fréquence initiale dans la collection de base inférieure
a 5% — chez I'hévéa, de 11 %, pour le sorgho, de 12 %, pour le riz et de
33 %, pour le caféier. En utilisant la sélection qualitative les pertes sont
réduites a 2 % pour le riz, le sorgho et I'hévéa et a 6 % pour le caféier. En
d‘autres termes, cette approche démontre qu’il est possible de maximiser la
richesse allélique — autrement dit la variabilité neutre — dans la core collec-
tion tout en préservant la représentativité de la variabilité morphoagrono-
mique.

Des core collections sont actuellement mises en place pour de nombreuses
plantes. Un consensus semble se dégager sur leur taille (environ 10 % de la
collection de base) et sur la nécessité d’une stratification. L'échantillonnage
aléatoire conduit a conserver la variabilité contenue dans la collection de base
tout en maintenant ses défauts (surreprésentation, redondance, biais d’échan-
tillonnage...). Le principal avantage de la PCS est de permettre d’augmenter la
diversité allélique neutre de la core collection sans modifier la représentativité
agronomique ni changer I'intensité relative de I’échantillonnage (10 % de la
collection de base). Les progreés actuels de la biologie moléculaire devraient
faciliter I'utilisation des marqueurs moléculaires dans |’estimation et la structu-
ration de la diversité génétique. La constitution de core collections devra alors
prendre en compte les relations entre les différents niveaux de variabilité.
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Les agrumes
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Les agrumes constituent la premiére production fruitiere mondiale avec
89,6 millions de tonnes, dont prés de 60 millions de tonnes d’oranges en 1996
(FAO, 1997). Le volume de fruits transformés est en augmentation : les jus
d’orange concentrés et congelés absorbent une grande partie de la production
des Etats-Unis et du Brésil.

Domestiqués dans le Sud-Est asiatique il y a plusieurs millénaires, les agrumes
ont été diffusés dans le monde entier (figure 1). Le cédratier a été la premiére
espece cultivée dans le bassin méditerranéen, quelques siecles avant notre ére,
tandis que les autres espéces n'y ont été introduites qu’au cours du deuxieme
millénaire. Les agrumes ont gagné |I"’Amérique a la suite de la découverte du
Nouveau Monde au xv¢ siécle. L'aire agrumicole est aujourd’hui trés étendue,
elle se situe approximativement entre 40° de latitude nord et de latitude sud.

La culture des agrumes est confrontée a des contraintes biotiques et abiotiques
croissantes dans les principales régions de production. La tristeza — maladie
de dégénérescence provoquée par le citrus tristeza virus —, Phytophthora sp.
et les nématodes se rencontrent aujourd’hui dans la quasi-totalité de |"aire de
culture. D’autres contraintes ont, en revanche, un caractére régional : le froid
et le blight — maladie de dégénérescence d’origine encore indéterminée —,
aux Etats-Unis, la citrus variegated chlorosis due a Xilela fastidiosa, au Brésil,
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la cercosporiose provoquée par Phaeoramularia angolensis, en Afrique, le
greening, ou citrus huanglongbing, en Asie. Parmi les contraintes abiotiques, la
salinité et les sols calcaires sont les problémes majeurs du bassin méditerra-
néen. La pratique quasi généralisée de la culture de plants greffés permet, dans
une certaine mesure, de répondre aux contraintes liées aux sols (calcaire, sali-
nité, parasitisme tellurique) et a la tristeza grace aux porte-greffe. La sélection
des scions repose quant a elle sur des aspects qualitatifs et, dans certains pays,
sur des caractéres de tolérance a la citrus variegated chlorosis ou a la cerco-
sporiose (OLLITRAULT et LURO, 1997).

La botanique et les ressources génétiques

La botanique et la taxonomie

L’apomixie partielle par embryogenése nucellaire, associée a une large com-
patibilité sexuelle, a conduit a la production de populations clonales
d’hybrides interspécifiques, qui ont souvent été assimilées a de nouvelles
espeéces par les taxonomistes. Les classifications botaniques sont ainsi généra-
lement complexes. TANAKA (1961) identifie 156 especes tandis que SWINGLE et
Reece (1967) nen distinguent que 16. La correspondance entre ces deux classi-
fications et les noms communs est donnée dans le tableau 1 pour les taxons
étudiés dans ce chapitre. Chez tous les agrumes et genres apparentés, le
nombre de chromosomes de base (n) est égal a 9 (KruG, 1943). La quasi-
totalité des agrumes est diploide et seuls quelques polyploides naturels ont été
identifiés, comme Fortunella hindsii ou la lime Tabhiti.

Les ressources génétiques

De nombreuses collections d’agrumes existent a travers le monde. Elles ont
deux vocations, souvent divergentes quant au choix du matériel végétal a
conserver : préserver a long terme la diversité des agrumes et des genres appa-
rentés ; constituer des parcs a bois pour fournir des greffons de variétés com-
merciales. La collection de I'Okitsu Branch (Fruit Tree Research Station), au
Japon, est la plus importante pour le matériel cultivé des zones d’origine,
tandis que le conservatoire de |'université de Malaisie est remarquable par sa
collection d’Aurantioideae du Sud-Est asiatique. Les collections de I'USDA
(United States Department of Agriculture) et de I'université de Californie, aux
Etats-Unis, celles de I'IVIA (Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias),
en Espagne, et de 'université d’Adana, en Turquie, renferment certaines ruta-
cées apparentées aux agrumes mais sont surtout régulierement alimentées par
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les variétés nouvellement sélectionnées dans le monde. La station de I'Inra et
du Cirad de San Giuliano, en France, posséde un statut unique du fait du
contexte phytosanitaire favorable de la Corse. Elle abrite une importante col-
lection de matériel végétal sain, qui inclut de nombreuses accessions d’Asie du
Sud-Est, et peut étre évaluée en plein champ. Le logiciel de gestion de bases
de données Egid, élaboré par le Cirad et I'lnra (Cotmin et al., 1995) a partir des
descripteurs de I'lPGRI (International Plant Genetic Resources Institute), a par
ailleurs été adopté par la FAO (Food and Agriculture Organization of the
United Nations) pour mettre en place un réseau global de gestion des res-
sources génétiques des agrumes.

L’organisation de la diversité

La variabilité agromorphologique

La variabilité agromorphologique des agrumes est considérable. Elle concerne
aussi bien les caracteres pomologiques et organoleptiques que les résistances
aux facteurs biotiques et abiotiques. Le genre Citrus renferme ainsi de nom-
breuses sources de tolérance aux contraintes biotiques et abiotiques, qui
ouvrent des perspectives intéressantes pour 'utilisation des ressources géné-
tiques en amélioration variétale.

Pour les facteurs abiotiques on peut citer : la tolérance au froid des mandari-
niers Satsuma ; la tolérance a la salinité du limettier Rangpur et du mandarinier
Cléopatre ; la tolérance aux sols calcaires de C. jambhiri, de C. macrophylla,
de C. volkameriana, de C. amblycarpa et du bigaradier ; la tolérance a la
sécheresse du limettier Rangpur. Des tolérances aux principaux ravageurs et
aux maladies sont également identifiées : la tolérance a Phytophthora sp. des
pamplemoussiers, des bigaradiers, de C. volkameriana et de C. amblycarpa ; la
tolérance a la cercosporiose africaine des agrumes des pamplemoussiers, des
citronniers et des mandariniers Satsuma et Beauty ; la tolérance a la tristeza du
mandarinier Cléopatre, de C. amblycarpa, du limettier Rangpur, de C. jambhiri
et de C. volkameriana ; la tolérance au blight de I'oranger ; la tolérance au
greening des pamplemoussiers et de certains mandariniers originaires de la
zone tropicale ; la tolérance au chancre citrique dG a Xanthomonas campestris
de C. junos et de certains mandariniers (Satsuma, Dancy...) ; la résistance aux
acariens phytophages du pomelo Marsh et des mandariniers Satsuma et
Dancy. Au vu des exemples précédents, il ne semble pas exister de liens entre
la répartition des sources de résistance aux facteurs biotiques et la structuration
spécifique du genre Citrus.

A l'inverse, la variabilité morphophysiologique est fortement marquée entre les
espéces, méme si certains caracteres sélectionnés par I’'homme présentent une
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Figure 2. Diversité isoenzymatique des agrumes cultivés sur la base de 11 locus : repré-
sentation du premier plan factoriel de 'AFTD réalisée sur une matrice de dissimilarité
de Dice entre les 30 génotypes différents identifiés parmi 74 cultivars. Les codes utilisés
sont ceux du tableau 1.
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Figure 3. Diversité isoenzymatique du genre Cilrus sur la base de 11 locus : représenta-
tion arborée, selon la méthode NJ, réalisée sur une matrice de dissimilarité de Dice
entre 47 génotypes (30 génotypes cultivés et 17 autres Citrus). Les codes utilisés sont
ceux du tableau 1.
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LA TAILLE DES GENOMES

Les tailles des génomes nucléaires des individus sont données dans le tableau 1.
Les génotypes diploides ont des génomes de taille relativement petite, com-
prise entre 0,73 et 0,82 picogramme d’ADN par génome diploide (figure 4).
Les valeurs de 1,17 picogramme correspondent a des génotypes triploides ;
elles ont été observées pour quatre cultivars de limellier, Tahiti, Bears, Elkseur,
IAC SRA618. Parmi les espéces comestibles, les différences interspécifiques
sont statistiquement significatives et représentent un écart de 10 % entre les
mandariniers et le cédratiers (figure 5). Les autres espéces se répartissent en
deux groupes de tailles intermédiaires. L'un associe les orangers et les bigara-
diers, Iautre, correspondant a des tailles supérieures, regroupe les citronniers,
les limettiers, les pamplemoussiers et les pomelos. Les types non comestibles
présentent eux aussi des tailles de génome comprises entre celle des mandari-
niers et celle des cédratiers. Ainsi, deux des trois taxons qui structurent la

Espéces Moyenne
(effectif) : : : : :
Autres Citrus (15) -__-—_-*-*——«Hm-—m-a*—-——m
Mandarinier (9) ~—lnﬂ—+ll. : 0,7429 | *
Oranger (10) ————un1 & : : : 0,7609
Bigaradier (7) & 4 ;. 0,7573
Pomelo (9) e 0,7744
Pamplemoussier (7) A 0,7773
Citronnier (8) ;;.q;—n ; - 0,7786
Limettier (6) : A ) ;, ok : 0,7762
Cédratier (4) i .h.—.‘— 0,8143 l
N S —

0,72 0,74 0,76 0,78 0,80 0,82 0,84
Taille des génomes nucléaires

* Groupes de moyennes homogenes selon le test de Newman-Keuls au seuil de 5%.

Figure 4. Taille des génomes nucléaires de 75 individus, dont 60 cultivars comestibles
regroupés par espéces (moyennes de 3 mesures données en picogrammes d’ADN par
génome diploide).
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Nombre de noyaux

Cédratier Etrog

Mandarinier
Commun

400 600
Quantité relative d’ADN

Figure 5. Tailles relatives des génomes nucléaires du cédratier Etrog et du mandarinier
Commun : cytométrie en flux d'un mélange de noyaux colorés a I'iodure de propi-
dium.

diversité, le mandarinier et le cédratier, possedent les tailles de génome
extrémes observées dans le genre Citrus. Les autres taxons ont des tailles de
génome qui concordent avec les affinités génétiques déterminées par les ana-
lyses isoenzymatiques.

Les relations entre les différents niveaux
de variabilité

L'analyse de la diversité morphologique réalisée a partir de 20 descripteurs
végétatifs permet de retrouver la structuration globale autour des trois pdles
précédemment identifiés d’aprés les données isoenzymatiques (figure 6). Les
positions relatives des espéces cultivées autour de ces trois poles sont dans
I’ensemble conservées. En revanche, les espeéces monomorphes du point de
vue enzymatique présentent une dispersion morphologique équivalente a celle
des espéces polymorphes sur le plan moléculaire (figure 7). Deux niveaux
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Figure 6. Diversité morphologique : représentation du premier plan factoriel de I'AFTD
réalisée sur une matrice de distance de Sokal et Michener entre 74 cultivars sur la base
de 20 descripteurs végétatifs. Les codes utilisés sont ceux du tableau 1.
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Figure 7. lllustration simultanée de la dispersion intraspécifique calculée avec les mar-
queurs isoenzymatiques et morphologiques.

103






Les agrumes

La forte structuration, encore observée aujourd’hui tant a I’échelle moléculaire
que morphologique, indique que les brassages génétiques entre les trois
groupes originels sont limités. L’apomixie partielle, liée a la polyembryonie, a
trés certainement été un élément essentiel dans la limitation des flux de genes.
D’autres facteurs, comme la différenciation structurelle des génomes, ont di
également favoriser le maintien de déséquilibres gamétiques en limitant la
recombinaison sur de larges portions du génome. Cette différenciation dans la
taille de génome est en accord avec les observations cytogénétiques de NAIR et
RANDHAWA (1969) et de RAGHUVANSHI (1969). Elle témoigne du stade avancé
qu’ont atteint les trois taxons de base sur la voie d’une réelle spéciation.

La diversification intraspécifique

Le polymorphisme morphologique intervariétal, relativement important au sein
des orangers, des bigaradiers, des pomelos, des citronniers et des limettiers,
s’explique en grande partie par la sélection humaine. Celle-ci est particuliere-
ment marquée pour les criteres pomologiques et phénologiques. Elle peut
entrainer une évolution morphophysiologique rapide, indépendante de I'évolu-
tion moléculaire analysée grace aux isoenzymes. L'exemple le plus flagrant est
celui du clémentinier. Apparu il y a environ un siécle dans un semis de manda-
rinier Commun réalisé par le pere Clément, il a connu depuis une diversification
considérable. Cette diversification, résultat d'une simple sélection en verger des
mutations de bourgeons, concerne tant la précocité — la période de production
s'étend aujourd’hui d’octobre a mars — que les caractéres pomologiques,
comme le calibre, la coloration et la présence de pépins (Bono et al., 1982).

En revanche, la recombinaison sexuée a da jouer un réle déterminant dans la
diversification des pamplemoussiers, pour lesquels les cultivars sont tous
monoembryonnés, et dans celle des mandariniers, dont certains cultivars sont
monoembryonnés. lls présentent en effet un polymorphisme isoenzymatique
intervarietal élevé sans écart significatif a la panmixie.

La gestion des ressources génétiques

La situation des agrumes illustre bien I'intérét et les limites des marqueurs
moléculaires pour la construction de core collections. On retrouve en effet
dans I'évolution du genre Citrus des facteurs qui concourent, a I'échelle glo-
bale, & une bonne corrélation entre la structuration de la diversité phénoty-
pique et la structuration de la diversité moléculaire (effet de fondation, évolu-
tion allopatrique et limitation des flux de génes autorisant le maintien de
déséquilibres gamétiques globaux). Pour les espéces secondaires, il existe éga-
lement, sur le plan intraspécifique, des mécanismes évolutifs, tels que la repro-
duction somatique et les fortes pressions de sélection sur les mutations affec-
tant les caractéres morphophysiologiques, qui conduisent a dissocier les deux
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Annexe

Matériel végétal

Soixante-quatorze cultivars représentant les 8 espéces cultivées pour leurs fruits
(SWINGLE et Reece, 1967) et 17 types non consommés, mais dont certains sont utilisés
comme porte-greffe, ont servi de base a I’étude enzymatique (tableau 1). Dans la
mesure du possible 10 cultivars ont été retenus pour chaque espéce cultivée, a I'excep-
tion du cédratier pour lequel nous ne disposions que de 4 génotypes en collection. Les
arbres, indemnes de toute maladie virale ou viroidale, sont cultivés sur la station de
recherche agronomique de I'lnra et du Cirad de San Giuliano, en Corse. Quatre-vingt-
dix de ces génotypes y ont fait I'objet d’une description morphologique.

Analyses enzymatiques

Neuf systémes enzymatiques ont été analysés par électrophorése sur gel d’amidon ou de
polyacrylamide (OLLTRAULT et al., 1992) : alcool déshydrogénase (ADH), malate déshydro-
génase (MDH), isocitrate déshydrogénase (IDH), shikimate déshydrogénase (SKDH), phos-
phoglucomutase (PGM), phosphogluco-isomérase (PGI), peroxydases (PER), leucine ami-
nopeptidase (LAP) et aspartate aminotransférase (AAT). Pour le locus PGM-2, seules deux
positions alléliques ont été retenues. Pour les autres systemes, I'interprétation et la nomen-
clature allélique reprennent celles de OLuTRAULT et al. (1992) et sont en accord avec
I'interprétation donnée par Torres et al. (1978 ; 1982) pour les MDH, IDH, PGl et LAP.

Analyses par cytométrie en flux

La taille du génome nucléaire de chacun des génotypes diploides a été estimée par la
moyenne de trois mesures relatives a celle d'un cultivar triploide (la lime Tahiti), utilisé
comme témoin interne. Des morceaux de feuille de Iéchantillon et du témoin sont pré-
parés en mélange et colorés a I'iodure de propidium selon le protocole décrit par OLu-
TRAULT et al. (1994). Deux mille noyaux sont ensuite analysés sur un cytométre Fascan. La
taille du génome nucléaire de chaque génotype est estimée en picogrammes par génome
diploide a partir de la moyenne des valeurs relatives multipliée par 1,17 picogramme, qui
correspond a la taille du génome de la lime Tahiti estimée par OLLTRAULT et al. (1994).

Etudes morphologiques

Vingt descripteurs qualitatifs de I'appareil végétatif (tableau 3) ont été étudiés. L'ensemble
des données sur la morphologie des agrumes est géré par le systéme de gestion du maté-
riel génétique des agrumes en réseau, Egid (Cotmin et al., 1995).

Analyses statistiques

L’étude des paramétres de structuration génétique est réalisée a I’aide du logiciel
Genepop pour I'analyse des écarts a la panmixie, de la différenciation entre taxons
cultivés (étude de la répartition des alléles dans les espéces par le test exact de Fisher)
et des déséquilibres gamétiques. Les parametres descriptifs de la diversité — diversité
totale, diversité entre taxons, diversité entre individus, Gs; — sont ceux qui ont été pro-
posés par Nei (1973). Les représentations arborées et les analyses factorielles sur
tableaux de distances sont réalisées sur la base de matrice de distance de Dice pour les
données enzymatiques et de matrice de distance de Sokal et Michener pour les don-
nées morphologiques. Les arbres sont construits par la méthode du neighbor-joining a
I’aide du logiciel Darwin (Perrier et al., 1999).
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La banane, dont la production mondiale était estimée a 84 millions de tonnes
en 1996, est le premier fruit produit au monde et échangé sur le marché interna-
tional, devant la pomme, I'orange, le raisin et le melon. Les bananiers sont
cultivés dans plus de cent vingt pays tropicaux et subtropicaux, sur les cing
continents. Les productions bananiéres ont un role important du point de vue
alimentaire, social et économique, mais aussi environnemental.

Il existe deux grandes filieres de production : celle des bananiers destinés a
I'exportation et celle des bananiers réservés a I'approvisionnement des marchés
locaux.

Les bananiers cultivés pour I’exportation, connus sous les noms de Grande
Naine, Poyo et Williams, appartiennent au sous-groupe des bananiers triploides
de type Cavendish. Ils ne different entre eux que par des mutations somatiques
telles que la hauteur de la plante et la conformation des régimes et des fruits.
Leur production repose sur un systeme de monoculture intensive de type agro-
industriel, qui ne fait pas intervenir de rotations, mais recourt a de nombreux
intrants.

La culture des bananiers pour la consommation locale est fondée sur un grand
nombre de cultivars, adaptés aux différents contextes de production ainsi
qu’aux utilisations et aux go(ts variés des consommateurs. Les systémes de
production de ces bananiers n’utilisent généralement que peu ou pas d'intrants.
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Des bananiers diploides, proches des formes sauvages ancestrales, sont encore
cultivés en Asie du Sud-Est. Sur les autres continents, les cultivars triploides
appartenant a différents sous-groupes — Plantain, Figue Pomme, Lujugira, Gros
Michel, Pisang Awak — sont les plus répandus.

Les bananes font I'objet de multiples utilisations. Elles sont consommées sous
forme de fruits frais, mais aussi cuites, comme les bananes Plantain. tlles sont
soumises a de nombreuses transformations : chips, frites, beignets, purées,
confitures, ketchup, alcools (vin et biére de banane, dont la production est
particuliérement importante en Afrique de I'Est). La consommation quotidienne
par personne de bananes varie de 30 grammes a plus de 500 grammes dans
certains pays d'Afrique de I'Est. Hormis le fruit, d’autres parties de la plante sont
utilisées : le pseudo-tronc, pour ses fibres et comme flotteurs (M. textilis appelé
abacca) aux Philippines ; les feuilles pour fabriquer des abris, des couvertures ou
des emballages pour la cuisson (les Plantain en Afrique). En Thailande, les
bourgeons floraux de variétés particuliéres (Pisang Awak) sont utilisés dans de
multiples préparations culinaires. Enfin, on attribue a certaines variétés des
propriétés médicinales.

Cultivés dans le monde entier, les bananiers sont menacés par de nombreuses
maladies et différents ravageurs. Les contraintes les plus fortes sont exercées par
des nématodes — Radopholus similis et plusieurs représentants du genre Praty-
lenchus — et par le charancon noir du bananier, Cosmopolites sordidus. Diffé-
rentes maladies fongiques sont aussi des contraintes majeures de la production
industrielle et, a un moindre degré, des productions locales. Ainsi, la cercospo-
riose jaune, due a Mycosphaerella musicola, et la maladie des raies noires,
causée par M. fijiensis, provoquent dans les grandes plantations industrielles
des pertes de rendement et entrainent des colts de traitement élevés. Dans cer-
taines zones de production, la maladie de Panamd, due a un champignon du
sol, Fusarium oxysporum f. sp. cubense, interdit la culture des variétés de type
Gros Michel. Enfin, les maladies virales connaissent une expansion récente,
peut-étre simplement liée a une meilleure détection. Les plus préoccupantes
sont dues au CMV (cucumber mosaic virus), au BSV (banana streak virus), au
BBTV (banana bunchy top virus) et au BBMV (banana bract mosaic virus).

La botanique et la taxonomie

La botanique

Les bananiers sont des monocotylédones originaires du Sud-Est asiatique, qui
appartiennent au genre Musa, famille des musacées, ordre des zingibérales. Le
bananier est une herbe géante, dont le pseudo-tronc, formé par |’emboitement
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M. acuminata M. balbisiana M. schizocarpa  Australimusa

By By (7D

especes
sauvages

croisements intraspécifiques et interspécifiques
domestication pour la parthénocarpie et la stérilité

cultivars
diploides

production de gamétes non réduits chez les bananiers parthénocarpiques

croisements entre bananiers parthénocarpiques et avec les bananiers séminiféres

de cultivars

triploides

différenciation a I'intérieur des sous-groupes
par des séries de mutations ponctuelles

Gros Michel Plantain Bluggoe
Cavendish Silk Pelipita

Lujugira Popoulou

Figure 1. Schéma de domestication des bananiers.

caractéres morphologiques qui permettent de caractériser un bananier, ces
auteurs en ont retenu quinze, choisis en raison de leur stabilité et de leur capa-
cité a discriminer les différents groupes de bananiers cullivés. Chaque caractére
a été quantifié sur une gamme de 1 a 5, ot 1 correspond a une expression phé-
notypique des bananiers sauvages de I'espece M. acuminata, notée A, et 5 a
celle des bananiers sauvages de I'espéce M. balbisiana, notée B. Pour chaque
cultivar, le niveau de ploidie et le score obtenu par I'addition des notes pour
chacun des quinze caractéres déterminent sa constitution génomique et, par
conséquent, son appartenance a un groupe donné (tableau 1). La majorité des
cultivars se classent dans les groupes AA, AAA, AAB et ABB.

Au sein de chaque groupe génomique, sont rassemblés en sous-groupes les
cultivars qui présentent une forte proportion de caractéres morphotaxonomiques
communs et qui dérivent souvent les uns des autres par mutation (tableau 2).

Les informations fournies par les marqueurs moléculaires ont démontré
I'implication marginale de M. schizocarpa (génome S, section Eumusa) et de
M. textilis (génome T, Australimusa, 2n = 2x = 20) dans la constitution géno-
mique de quelques cultivars, qui sont classés AS, AT ou AAT.
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La reproduction sexuée et |'interfertilité

Les bananiers sauvages se reproduisent aussi bien par voie sexuée que par
multiplication végétative. Quelques especes, comme M. schizocarpa et
M. acuminata sous-espéce banksii, sont préférentiellement autogames, les pre-
mieres mains de fleurs de I'inflorescence étant hermaphrodites. Chez les autres
espéces, les fleurs basales sont femelles et les bananiers allogames. Toutefois,
ces especes ont souvent une croissance en bouquet, qui permet une autopolli-
nisation par rejets interposés (géitonogamie).

En Asie, ou les formes séminiferes sont toujours présentes, quelques hybrides
entre les sections ont été identifiés, entre M. acuminata (Eumusa) et M. laterita
(Rhodochlamys) et entre M. balbisiana (Eumusa) et M. textilis (Australimusa).
Plusieurs hybrides interspécifiques, AB et AS, ont également été trouvés.

L'espece M. acuminata présente une grande diversité de formes. Elle a été
structurée en sous-especes interfertiles sur la base des caractéristiques morpho-
logiques et de la répartition géographique. Par ailleurs, SHepHERD (1987) a
établi, a partir d’observations cytologiques, une nomenclature de cette espece
en sept groupes a l'intérieur desquels les clones sont homozygotes de struc-
ture. Les hybrides entre ces groupes sont hétérozygotes pour une a quatre
translocations ou inversions, ce qui limite les introgressions. Ces groupes
recoupent en grande partie la structuration en sous-espéces.

Les bananiers cultivés sont fortement stériles. Plusieurs phénomenes provo-
quant des erreurs méiotiques entrainent une stérilité gamétique. Ils sont d’ordre
génomique (BAKRY et al.,, 1990) — homologie partielle des deux génomes
acuminata et balbisiana —, de nature chromosomique structurale — ces
clones sont hétérozygotes structuraux —, ou chromosomique numérique — la
triploidie de la majorité des cultivars conduisant a la formation de gametes
déséquilibrés. D’autres phénomenes qui peuvent étre qualifiés de géniques
entrainent des erreurs morphologiques et physiologiques : asynchronismes,
décalage de réceptivité des fleurs.

Les ressources génétiques

Le complexe d’espéces des bananiers présente des originalités qui entrainent
une vision particuliere de la gestion de ses ressources génétiques. La multipli-
cation clonale, associée a de fréquentes stérilités ou incompatibilités, et la
coexistence de plusieurs niveaux de ploidie rendent indispensable une
connaissance approfondie des potentialités de chaque clone et des relations de
phylogénie entre les différents types reconnus, pour exploiter les ressources
génétiques en amélioration variétale. De nombreux outils ont été développés a
cet effet.
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lyse par des méthodes statistiques multivariées permettent de retrouver aisé-
ment cette structuration en groupes génomiques, aussi bien sur les observations
provenant des collections du Cameroun que sur celles de la Guadeloupe.

En revanche, les données moléculaires ne mettent pas en évidence une
distinction aussi nette entre les AAB et les ABB que les marqueurs morpho-
logiques. M. balbisiana se révele peu polymorphe avec les marqueurs molécu-
laires et les deux génomes B des ABB sont rarement différenciés. Plusieurs
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Figure 3. Diversité moléculaire nucléaire des bananiers triploides selon leur groupe et

sous-groupe génomique : premier plan de I'analyse factorielle sur une matrice de distances de
Jaccard entre 109 cultivars sur la base de 267 variables.
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que par le marquage RFLP. Pour trois sous-groupes de triploides, aucun clone
diploide n’appartient au méme groupe cytoplasmique, ni n’a le méme profil
mitochondrial. Parmi eux, les clones AAA d'Afrique de I'Est, qui appartiennent
au sous-groupe Lujugira-Mutika, s’apparentent du coté maternel a M. a. banksii
et du coté paternel a M. a. zebrina, ce qui démontre une origine intersubspéci-
fique, confirmée par I'analyse de leur génome nucléaire. Cette origine bisubspé-
cifique a également été trouvée pour les cultivars AA d’origine géographique
voisine, de Madagascar ou des Comores.

L’ensemble des clones a également été analysé a |'aide des mémes marqueurs
RFLP nucléaires. La projection des données relatives aux triploides cultivés sur
la structuration obtenue pour M. acuminata et les diploides cultivés met en évi-
dence les apparentements entre les génomes A des clones sauvages, des
diploides cultivés et des triploides (figure 4). Il est intéressant de constater que
les cultivars diploides et triploides des ensembles proches du pole banksii,
errans et microcarpa Bornéo ont des fruits farineux et donc consommés cuits,
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Figure 4. Apparentement moléculaire nucléaire entre les génomes A des bananiers triploides
avec les diploides sauvages et cultivés : projection des données relatives aux triploides sur le
plan 1-3 de I'analyse factorielle sur une matrice de distances de Jaccard des diploides sauvages
et cultivés sur la base des données issues des 19 couples enzyme-sonde étudiés qui révélent
des différences significatives entre les cytotypes V-at et V-,
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tandis que les bananiers des ensembles proches des poles malaccensis et
zebrina ont des fruits a saveur plus sucrée.

L'étude du génome nucléaire a également permis d’estimer les taux d’hétéro-
zygotie a partir d'un profil & deux niveaux de bandes, pour I'ensemble des
clones, et d'un profil a trois niveaux de bandes, pour les triploides, a I'aide de
43 couples enzyme-sonde assimilables a des locus. Ces taux permettent
d’apprécier la complexité du génome des triploides a améliorer. Les différents
génomes A d'un méme génotype sont plus apparentés — leur taux d’hétérozy-
gotie est plus faible — pour les types a cuire que pour les bananiers de type des-
sert, qui auraient donc une origine plus complexe.

L’ensemble de ces données cytoplasmiques et nucléaires sur diploides et
triploides permet de cibler les géniteurs diploides les plus proches des
triploides a améliorer. Ainsi, sur la base des marqueurs moléculaires, des
schémas de croisement a partir de diploides, doublés ou non a la colchicine,
ont été établis afin d’obtenir des hybrides proches des triploides a améliorer, tels
que ceux qui sont proposés par RABOIN et al. (a paraitre) pour les Gros Michel et
Cavendish.

Conclusion

A partir de I'ensemble des données morphologiques et moléculaires, des hypo-
théses quant a l'origine de la parthénocarpie et des principaux sous-groupes de
triploides ont été avancées.

La dispersion et I'évolution des bananiers

SiMMONDS (1962) place le centre de domestication primaire des bananiers
cultivés dans la région malaise. Or, plusieurs résultats nous font supposer que ce
sont les génomes des accessions M. a. banksii de Papouasie-Nouvelle-Guinée et
de I'accession Agutay des Philippines, représentant M. a. errans, qui sont a l"ori-
gine de la parthénocarpie et donc des bananiers cultivés. En effet, les génomes
cytoplasmiques ou nucléaire de ces deux sous-especes ont €té identifiés chez
quasiment tous les bananiers parthénocarpiques, diploides ou triploides. De
plus, les distances génétiques sont minimales entre M. a. banksii et les seuls
cultivars AA homozygotes. SIMMONDS (1962) signale d'ailleurs chez un représen-
tant de la sous-espéce banksii un développement important de la pulpe, qui
serait un indice de parthénocarpie. La région des Philippines et de la Nouvelle-
Guinée, d’'ou sont originaires les deux sous-espéces banksii et errans, apparait
donc comme le centre de domestication primaire.
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Annexe

Choix d'une distance
pour |'analyse des descripteurs morphotaxonomiques

L'une des caractéristiques des descripteurs morphotaxonomiques est leur subjectivité.
Leur nolation est en effet liée, d’'une part, a 'expression du caractére chez la plante en
fonction du milieu, d'autre part, a la notation de cette expression par I'observateur.
Malgré tous les efforts qui peuvent étre apportés a la réduction de ces variations
induites, leur élimination est impossible. Ces variations constituent cependant un
moyen d’accés aux réponses de la plante a cet environnement. Une dissimilarité parti-
culiére, tenant compte de ces erreurs d’appréciation, a été choisie.

Définition de la dissimilarité A,

Les descripteurs retenus sont tous de type qualitatif. Afin d’affiner les réponses, une
matrice de probabilité d’erreur a été attribuée a chaque descripteur. Dans le logiciel
Musaid (Perrier et TEzENAS DU MONTCEL, 1990), I'utilisation de cette matrice permet de
ne pas éliminer systématiquement une réponse négative, mais plutét de la conserver en
lui attribuant un coefficient de probahilité. Ainsi dans le tableau 4, qui concerne la
notation de la couleur de la face ventrale de la nervure, la notation vert clair pourrait
aisément avoir été notée ou confondue avec jaune ou verte, alors que la notation noire
est sans équivoque.

Tableau 4. Matrice de probabilité pour le descripteur « couleur de la face ventrale de la nervure ».

Réponse Probabilité d'identité

1 - jaune 43 30 10 05 01 01
2 - vert clair 30 33 30 05 01 01
3 - verte 20 30 53 05 01 01
4 - rose 05 05 05 64 10 01
5 - rouge violacé 01 01 01 01 86 01
6 - noire 01 01 01 01 01 95

L’indice de dissimilarité choisi dérive de l'indice de Sokal et Michener (ou simple
matching coefficient, noté Ag,,) qui, pour deux individus, est égal au rapport du nombre
de réponses égales sur le nombre de questions comparées. Ici notre indice, noté A,,, est
pondéré par les probabilités d’erreur a |'observation. La contribution du descripteur v a
la dissimilarité entre deux individus i et j s’exprime ainsi :

1P v v) = P v v) P v, vy) = (P, (), v)

¥ 2| P, (vi, v;) + (P, (v;, \.rj) P, (vj, vj) + (P, lvj, v))

ou P, représente la matrice de probabilité associée au descripteur v, et ol v, et v,
correspondent aux réponses des deux individus pour ce descripteur. La dissimilarité
globale A, entre i et j est égale a la moyenne des A, sur tous les descripteurs.

A, varie entre 0 et 1, il est nul lorsque les deux individus ont la méme modalité de
ré.pclmse et d’autant plu§ granrcl que les probabilités attachées aux réponses v, et v, sont
différentes, sans toutefois atteindre 1.
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Le cacaoyer
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l_a domestication du cacaoyer est ancienne. Sa culture était pratiquée il y a
2 000 a 3 000 ans par les civilisations précolombiennes, en particulier par les
Mayas et les Azteques (PARADIS, 1979). Les feves de cacao étaient utilisées dans
leur breuvage, appelé « chocolatl », ou étaient mélangés et broyés cacao,
mais, piment et autres plantes aromatiques. Les feves de cacao étaient si appré-
ciées qu'elles constituaient aussi une monnaie d’échange. Avant méme
I'arrivée des Espagnols, le cacao a voyagé en empruntant les routes de com-
merce des Mayas et des Aztéques, mais aussi grace aux Pipil-Nicaraos (YOUNG,
1994 ; Coe et CoE, 1996). En 1585, les Espagnols ont expédié du cacao en
Espagne, ou le secret du chocolat — une version sucrée du breuvage — a été
gardé pendant une quarantaine d’années. La mode de cette boisson choco-
latée s’est ensuite répandue en Europe. Pour répondre a une demande crois-
sante, les plantations de cacaoyers se sont étendues en Amérique centrale et
de nouvelles plantations ont été mises en place dans plusieurs iles de la
Caraibe, comme a la Trinité, en 1525, et a la Jamaique. Des cacaoyers prove-
nant d’Amérique centrale, en particulier du Costa Rica, ont été introduits au
Venezuela par les Espagnols, mais il est possible que des cacaoyers aient déja
été cultivés dans la région sud-ouest du pays avant la colonisation espagnole
(PiITTIER, 1933 ; BERGMAN, 1969). Vers 1750, les Frangais ont planté des
cacaoyers a la Martinique et en Haiti et les Portugais a Belém et a Bahia.
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Les cacaoyers ont gagné |'Asie et le Pacifique deés 1560 (Woob, 1991 ; YOUNG,
1994). A cette époque, des Criollo du Venezuela ont été introduits dans |'ile
de Célebes puis a Java, par les Hollandais. En 1614, des Criollo provenant du
Mexique ont été implantés aux Philippines par les Espagnols. En 1798, la
culture du cacaoyer a gagné Madras, en Inde, a partir de I'ile d’Amboine, et
Ceylan, a partir de la Trinité, grace aux Anglais. De Ceylan, le cacaoyer a élé
introduit a Singapour et aux Fidji, en 1880, aux Samoa, en 1883, dans le
Queensland, en 1886, a Bombay et a Zanzibar, en 1887. Le cacaoyer était
cultivé en Malaisie dés 1778 et a Hawaii en 1831.

Son introduction en Afrique est plus récente. Les navigateurs espagnols ou por-
tugais 'ont importé dans I'ile de Sao Tomé, en 1822, puis dans I'ile de Fer-
nando Poo, en 1855 (BurLe, 1952). D’autres introductions ont été réalisées
ensuite par des missionnaires suisses a partir du Surinam. Les premiéres
graines de cacaoyer ont été semées sur le continent africain en 1857. Les pre-
miers cacaoyers répandus en Afrique de I'Ouest a partir du Ghana étaient ori-
ginaires de basse Amazonie (Forastero Amelonado) puis, en 1920, des formes
hybrides Trinitario et des Criollo ont été importés et se sont hybridés avec les
melonado locaux (Toxopeus, 1985). Chacun de ces transferts était effectué
dvec un nombre trés restreint de génotypes, en conséquence la base génétique
des cacaoyers initialement cultivés en Afrique de I"Ouest est trés étroite et leur
origine, imprécise.
La technique de fabrication du chocolat s’est perfectionnée avec I'invention en
. 1828 des presses pour extraire le beurre de cacao, ce qui a permis d’améliorer
la consistance du chocolat (ENRIQUEZ, 1985). La mise en ceuvre de la fermenta-
tion et de la torréfaction des féeves a permis de développer |'ardbme du chocolat
a partir de n‘importe quel cultivar de cacaoyer autre que les variétés de Criollo
- traditionnellement cultivées, qui, elles, nécessitent peu de fermentation.

Au début du siecle, prés de 80 % de la production mondiale de cacao, soit
115 000 tonnes, était réalisée par I’Amérique centrale et I’Amérique du Sud
(BRAUDEAU, 1969). En 1997, la production atteignait pres de 2,7 millions de
tonnes. La Cote d’lvoire est actuellement le premier producteur mondial avec
1,12 million de tonnes produites par an, viennent ensuite le Ghana et I'Indo-
nésie, avec 330 000 tonnes chacun.

La taxonomie et les ressources génétiques

La taxonomie

Les cacaoyers appartiennent a la famille des sterculiacées et au genre Theo-
broma. Theobroma cacao L. (2n = 2x = 20) est un arbre originaire des régions
tropicales humides du nord de I’Amérique du Sud et de I"’Amérique centrale.
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plantations des derniéres décennies. Ce sont ces clones de Criollo, représen-
tant en général ce groupe génétique dans les collections, qui seront appelés
« Criollo actuels » dans la suite de cette étude.

L.es TRINITARIO

Les Trinitario regroupent toutes les formes hybrides entre Criollo et Forastero
de basse Amazonie ou de la vallée de I'Orénoque, qui sont a Iorigine de ces
variétés. Les Trinitario auraient été cultivés tout d’abord a la Trinité, puis au
Venezuela et en Amérique centrale, ol ils se seraient mélangés aux Criollo
dans les plantations traditionnelles.

Les ressources génétiques

Une quarantaine de prospections ont été réalisées depuis 1930. Elles ont prin-
cipalement porté sur les Forastero du Pérou, du Brésil, d’Equateur, de
Colombie, du Venezuela et de Guyane et, plus récemment, sur les Criollo
d’Amérique centrale, du Venezuela et de Colombie.

Les collections les plus importantes issues de ces prospections sont conservées
a la CRU, Cocoa Research Unit, a la Trinité (2 500 génotypes), a la CEPLAC,
Comissao Executiva do Plano de Lavoura Cacaueira, au Brésil (2 000 géno-
types originaux) et au CATIE, Centro Agronémico Tropical de Investigacion y
Ensefianza, au Costa Rica (700 génotypes). Chacune des collections a sa spéci-
ficité : celle de la Trinité est riche en Forastero de haute Amazonie, celle du
Brésil regroupe le matériel provenant des prospections de la région amazo-
nienne du Brésil et des variétés cultivées a Bahia, celle du CATIE rassemble
surtout des Trinitario et des Criollo. La collection du Cirad en Guyane fran-
caise contient les descendants d’environ 200 pieds méres spontanés collectés
dans ce pays.

Les échanges internationaux de matériel végétal sont soumis a une quarantaine
de deux ans afin de dépister les maladies virales et fongiques. Trois stations de
quarantaine sont opérationnelles : celle de I'université de Reading, au
Royaume-Uni, celle du Cirad, en France, et celle de la CRU, a la Barbade.

Une base de données internationale a été constituée au début des années 90.
Elle rassemble des informations sur plus de 14 000 génotypes conservés dans
43 collections et fait I'objet d’une actualisation réguliére (END et al., 1992). Une
autre base de données, Tropgene-db, actuellement mise en place au Cirad,
regroupe les données agronomiques et moléculaires de prés de 400 géno-
types.

L’amélioration génétique du cacaovyer, ciblée sur des objectifs différents selon
les pays — qualité, production, résistance —, repose toujours sur la création
d’hybrides entre géniteurs appartenant a des populations différentes. Comme il
est difficile d’établir clairement une classification uniquement sur la base de
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caractéres morphologiques, nous avons développé I'utilisation de marqueurs
biochimiques et moléculaires pour préciser I'organisation génétique de
I'espéce et pour étudier les processus de domestication.

L’organisation de la diversité génétique

La diversité morphologique

Plusieurs auteurs ont tenté de définir les descripteurs morphologiques les plus
discriminants qui prennent en compte la variance intra et interclonale (EnRrI-
QUEZ et SORIA, 1968 ; ENGELS et al., 1980 ; SORrRIA et ENRIQUEZ, 1981 ; ENGELS,
1983a ; 1983b ; BekeLe, 1992 ; Bekete et al,, 1994 ; RaBOIN et PAULIN, 1993),
L’IepGr (1981) a publié une liste de 65 descripteurs morphologiques pour
caractériser les ressources génétiques du cacaoyer. Cependant, afin de réduire
le temps nécessaire a la caractérisation dans les études portant sur un grand
nombre de génotypes, cette liste a souvent été écourtée.

Ainsi, ENGELS (1986) a étudié la diversité de 294 clones de la collection du
CATIE a l'aide de 39 descripteurs qualitatifs et quantitatifs portant sur la mor-
phologie des fleurs, des feuilles et des fruits. Cette analyse met en évidence
une structuration entre les types Criollo et Forastero ainsi qu’une diversité
importante dans chacun de ces groupes. Dans cette analyse, les Trinitario se
regroupent avec les Criollo.

N’GORAN (1994) a analysé la diversité de 52 clones appartenant aux groupes
Forastero, Criollo et Trinitario pour 9 caracteres des féeves et des cabosses.
Cette analyse a confirmé la structuration observée par Engels, avec une diffé-
renciation entre les Forastero, d'une part, les Criollo et Trinitario, d’autre part.

Une étude plus récente (BexeLe et Bexere, 1998), réalisée sur 100 clones issus
de 24 populations, met en évidence une structuration des populations en fonc-
tion de leur origine géographique.

L’ensemble de ces études montre que les marqueurs morphologiques permet-
tent de structurer globalement la diversité des différentes populations de
cacaoyers en collection. Ils sont accessibles a tous, mais leur colt en temps et
leur variabilité en fonction de I’environnement rendent leur utilisation souvent
délicate.

La diversité enzymatique

La diversité enzymatique de clones ou de populations de cacaoyers a été éva-
luée par plusieurs auteurs (LANAUD et BERTHAUD, 1984 ; LANAUD, 1986a ;
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Figure 1. Premier plan de I'AFC de 296 individus analysés par isoenzymes, d‘apres
LANAUD (1987). Les chiffres notés sur la figure indiquent le nombre d’individus super-
posés sur un point donné.

cacaoyers guyanais sauvages se rapprochent plus de certains Forastero du
Pérou et d'Equateur que des Forastero du Venezuela et des formes cultivées de
Guyane.

Il existe une grande proximité génétique entre les variétés cultivées actuelles
de Criollo et les Trinitario cultivés en Amérique et en Afrique, ce qui
s’explique facilement par les brassages génétiques importants qui existent dans
les plantations. La variabilité des Trinitario cultivés en Afrique est trés forte et
s'étend des types Forastero Amelonado jusqu’aux Criollo. Cette situation est
liée a I'histoire de I'introduction du cacaoyer en Afrique avec une premiére
vague de Forastero Amelonado puis une deuxieme vague de Trinitario. Les
brassages génétiques qui se sont produits par la suite ont conduit a certains
types hybrides plus proches des Forastero Amelonado.
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Figure 2. Arbre construit par la méthode du neighbor joining a partir des distances de
Nei non biaisées des différentes populations analysées a I'aide d’isoenzymes, d‘aprés
Sounico et al. (1996).
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Figure 3. Premier plan de 'AFC de 201 individus étudiés pour leur diversité nucléaire a
l'aide de 31 sondes d’ADNc, d’aprés LAURENT et al. (1994).
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Figure 4. Premier plan de I’AFC de 208 individus comprenant des Criollo anciens et
des variétés nouvelles de Criollo, étudiés pour leur diversité nucléaire a I'aide de
26 sondes RFLP nucléaires, d’aprés MOTAMAYOR et al. (1997).

donc d’apres ces premiers résultats que ce serait plutot les combinaisons diffé-
rentes de parties du génome Forastero introgressées dans les Criollo purs qui
seraient a |'origine de la variabilité observée au sein des Trinitario et des
variétés modernes de Criollo. Les résultats de LAURENT et al. (1994), qui mon-
trent une variabilité identique entre les groupes révélée par I'axe 2 de I’AFC,
sont sans doute liés au faible polymorphisme révélé par les marqueurs RFLP
qui, pour la plupart, ne présentent que deux alléles passibles, communs a tous
les groupes. L'utilisation d’un plus grand nombre de marqueurs RFLP et de mar-
queurs plus polymorphes, comme les microsatellites qui ont révélé de nom-
breux alleles, nous a permis d’identifier les origines génétiques probables du
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Figure 5. Diversité de 'ADN mitochondrial de 177 individus appartenant aux différents
groupes morphogéographiques et représentée sur le premier plan d'une AFC, d‘aprés
LaurenT et al. (1993b).

9 amorces RAPD ayant généré 75 bandes. Malgré I’échantillonnage réduit, les
indices de diversité de Shannon révélent une diversité intrapopulation supé-
rieure a la diversité interpopulation. Les analyses multivariées, AFC et CAH,
révelent une différenciation génétique entre les trois populations de Forastero
haut-amazoniens en relation avec leur origine géographique.

N'GORAN et al. (1994) ont analysé la diversité génétique de 106 génotypes qui
appartiennent aux différents groupes morphogéographiques incluant des
variétés actuelles de Criollo, a I'aide de 19 amorces. Aprés un tri sévere des
bandes, 49 bandes polymorphes et reproductibles ont été retenues pour les
analyses. Sur 36 bandes hybridées a de I’ADN total restreint, 12 correspondent
a des séquences hautement répétées et dispersées, 12, a des séquences
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Figure 7. Arbre construit par la méthode du neighbor joining a partir des distances de
Rogers obtenues sur les données RAPD de SouniGo et al. (1996).

De 1A Cruz et al. (1995) ont analysé a I'aide des RAPD 42 génotypes corres-
pondant a des plantes sauvages, provenant soit du Mexique (ilots forestiers du
Yucatan et du Chiapas), soit de haute Amazonie, a des cultivars de Criollo, de
Foraslero et de Trinitario, et a un représentant d’un genre voisin Herrania. Les
calculs d’indices de dissimilarité ont permis de construire un arbre phylogéné-
tique selon la méthode des plus proches voisins. Ils montrent une plus grande
similarité entre les Criollo cultivés et les cacaoyers sauvages d’Amérique du
Sud qu’entre les Criollo cultivés et les plantes sauvages du Mexique. Les
auteurs suggeérent que les arbres sauvages trouvés dans les anciens bois sacrés
des Mayas n’existent pas dans les collections actuelles et qu’ils pourraient étre
les représentants les plus proches des anciens cultivars mayas.

Dans une étude plus récente, WHITKUs et al. (1998) ont analysé a l'aide de
RAPD un échantillon de 86 individus, qui inclut, en particulier, 26 génotypes
sauvages collectés dans la forét Lacandona dans I'Etat du Chiapas et 5 indi-
vidus provenant d’ilots forestiers du Yucatan, au Mexique, ainsi que des clones
sauvages et cultivés d’Amérique centrale. Contrairement aux populations et
aux cultivars d’Amérique centrale ot la diversité intrapopulation est toujours
plus élevée que la diversité interpopulation, la diversité trouvée entre les deux
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populations mexicaines est plus élevée que celle de chaque région. Cette
situation refléte le faible niveau de polymorphisme trouvé dans ces deux popu-
lations. Une structuration de la diversité semblable a celle de pe LA Cruz et al.
(1995) est observée. Les deux populations du Mexique apparaissent bien diffé-
renciées et originales. Ces résultats confortent I’hypothése de CUATRECASAS
(1964) quant a la répartition naturelle des cacaoyers en Amérique centrale. Les
auteurs soulignent toutefois le manque d’affinité entre les Criollo cultivés et les
plantes sauvages observées au Mexique. Selon eux, les cacaoyers collectés
dans la forét Lacandona pourraient représenter les cacaoyers sauvages. Les
plants échantillonnés dans les ilots forestiers anciennement exploités par les
Mayas pourraient en revanche y avoir été introduits a partir des populations
sauvages. Dans ce cas, ils représenteraient un sous-échantillonnage des popu-
lations présentes dans la forét Lacandona, ce qui expliquerait la différence
entre les deux populations mexicaines. lls correspondraient aussi au matériel
le plus proche des cacaoyers cultivés par les Mayas.

Nos propres analyses, réalisées récemment a la fois sur la population de la
forét Lacandona et sur celle du Yucatin, indiquent, contrairement 3 WHITKUS
et al. (1998), une parfaite similitude génétique entre ces deux populations.
Cette contradiction trouve peut-étre son origine dans le fait que les analyses de
WHITKUS et al. (1998) ont probablement inclus dans leurs analyses de jeunes
plants sauvages, morphologiquement trés semblables a ceux de T. cacao, mais
qui n"appartiennent pas a cette espéce. Ces plants, observés dans le Yucatan,
pourraient expliquer les distances génétiques obtenues par WHITkUS et al.
(1998) entre les cacaoyers issus des deux localités.

Conclusion

Les brassages génétiques intenses survenus au cours des trois derniers siécles
entre les populations de cacaoyers sauvages et cultivés rendent souvent diffi-
cile leur classification.

Un certain nombre de descripteurs morphologiques permettent de différencier
des populations d’origine géographique différente et de structurer leur diver-
sité. Cependant, ils donnent parfois une image biaisée de la diversité des res-
sources génétiques. Ainsi au cours de nos analyses, il est apparu que les
variétés anciennes de Criollo, trés contrastées quant a leur morphologie, qui va
du type Porcelana aux cabosses lisses au type Pentagona aux cabosses particu-
lierement verruqueuses, étaient trés homogenes du point de vue génétique et
trés homozygotes. La sélection humaine a pu dans ce cas participer a la fixa-
tion et a la conservation de types morphologiques trés différents résultant de
mutations ponctuelles.
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Annexe

Matériel végétal

Les analyses enzymatiques de LANAUD (1987) ont porté sur 12 Criollo actuels, 17 Trini-
tario sélectionnés en Amérique, 22 Trinitario sélectionnés en Afrique, 64 Forastero bas-
amazoniens sélectionnés en Afrique, 19 Forastero prospectés par LANAUD (1986) le long
de I'Orénoque au Venezuela (VENC), 92 Forastero sauvages prospectés par SALLEE
(1987) en Guyane francaise, 19 cacaoyers cultivés prospectés par CLEMENT (1986) en
Guyane francaise, 74 Forastero prospectés par POunD (1938 ; 1943) au Pérou (39 indi-
vidus GO, 8 IMC, 11 P, 7 NA, 8 PA, 1 SCA), 10 Refractario collectés en Equateur par
CHALMERS (1968) (6 individus EQX) et par Pounp (1938) (4 individus MOQ), 7 Forastero
prospectés lors de I'expédition colombienne d’Ocampo (1985) en Colombie (EBC),
18 Forastero prospectés par J.B. Allen entre 1980 et 1985 en Equateur (LCTEEN).

Les analyses enzymatiques de Sounico et al. (1996) ont porté sur 482 clones de
cacaoyer appartenant a 28 populations ou groupes d’accessions présents dans la col-
lection de la Trinité : 6 populations de Forastero prospectées au Pérou (IMC, MO, PA,
NA, P, SCA : 112 individus), 1 population de Forastero provenant d’Equateur (LCTEEN :
16 individus), 1 population de Forastero prospectée en Guyane frangaise (16 individus),
9 populations correspondant a des Refractario (AM, B, CL, JA, LP, LX, MOQ, §), SLA :
245 individus), 10 populations de Trinitario (ACT, CC, DOM, ICS, GS, MAR, R, SC,
TRD, UF : 114 individus).

Les analyses par RFLP (LAURENT et al., 1993b ; 1994) ont porté sur 201 génotypes appar-
tenant aux différents groupes morphogéographiques : 45 Criollo actuels (ICS, CATA,
BOC, CHUAO, OC, POR, JS, MT, PV, ZEA, LAF), 20 Forastero du Pérou (P, PA, NA,
MO, IMC, SCA), 12 Forastero sélectionnés en Afrique a partir de clones du Pérou (T,
UPA), 11 Forastero d'Equateur (LCTEEN), 6 Forastero de Colombie (EBC, SPA), 7 Foras-
tero de la vallée de I'Orénoque au Venezuela (VENC), 4 Forastero sauvages de Guyane
francaise (GU), 22 Forastero du Brésil (ERJOH, Comun, Para, SIAL, SIC, MAT, Catongo),
9 Forastero bas-amazoniens et sélectionnés en Afrique (Amelonado) (IFC, SF), 37 Trini-
tario sélectionnés en Amérique du Centre et du Sud et dans la Caraibe (ACT, ICS, GS,
CHUAOQ, CNS, WA, RIM, MT, TJ, SC, SGU, CC, UF), 4 Trinitario sélectionnés en Asie
(WA, LAFI, DR, G), 12 Trinitario sélectionnés en Afrique (SNK, IFC, N, W, ACU, K),
10 Refractario (EQX, MOQ), 2 Nacional.

Analyses enzymatiques

Les méthodes utilisées ainsi que le déterminisme génétique et les protocoles d'extrac-
tion et de révélation sont indiqués dans Lanaup (1986a). Dans les analyses de LanauD
(1987), 6 systémes enzymatiques (PGl, PGM, ADH, MDH, PAC, ICD) polymorphes,
carrespondant a 9 locus, ont été utilisés. Les analyses de SouniGo et al. (1996) ont
porté sur 5 systemes enzymatiques (PGI, ADH, MDH, PAC, ICD) polymorphes, corres-
pondant a 6 locus.

Analyses par RFLP

Une banque génomique et une banque d’ADNc ont été construites. Entre 31 et 50 de
ces sondes, pour la plupart cartographiées (LanAUD et al., 1995), ont été utilisées pour
étudier la diversité nucléaire. Le niveau d'hétérozygotie des clones a été déterminé a
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Le caféier,
Coffea canephora

Stéphane Dussert, Philippe Lashermes,
Frangois Anthony, Christophe Montagnon,
Pierre Trouslot, Marie-Christine Combes,
Julien Berthaud, Michel Noirot, Serge Hamon

I_e café est le premier produit agricole d’exportation (CHARRIER et ESKES,
1997). Il est produit par deux espéces : Coffea arabica L. et C. canephora
Pierre. C. arabica est connu pour ses qualités gustatives. Sa culture s'étend sur
les hauts plateaux tropicaux humides, en Amérique latine et en Afrique de
I'Est, essentiellement. C. canephora est renommé pour sa robustesse agrono-
mique, d’oli son nom commun de Robusta. Il est cultivé principalement dans
les zones tropicales humides de basse altitude et représente 30 % de la pro-
duction mondiale de café. Il provient surtout du Brésil, d’Indonésie et de Cote
d’lvoire. Sa production en Asie du Sud-Est — Philippines et Vietnam — et en
Inde est en expansion.

Au cours des xviii® et xix¢ siecles, seul le café Arabica a été produit et ce, prin-
cipalement en Amérique tropicale, dans la Caraibe et en Asie (CHARRIER et
Eskes, 1997). Cependant, cette espéce est apparue trés sensible aux aléas para-
sitaires, notamment a la rouille orangée. C’est pourquoi, en Afrique, au cours
du xix® siecle, les formes spontanées d'autres espéces de caféiers, notamment
C. canephora, ont été mises en culture localement. Pour C. canephora, c’est
surtout au Congo belge (actuellement, la République démocratique du Congo)
et en Ouganda que des caféiers issus de populations sylvestres locales, de type
Robusta, ont été cultivés. Ils ont été transférés a Java, principal centre de sélec-
tion de C. canephora de 1900 a 1930 (MONTAGNON et al., 1998). A la méme
époque, en Afrique, |'utilisation des formes spontanées locales a permis

175



Diversité génétique des plantes tropicales cultivées

d’élargir I’éventail du matériel mis en culture : Kouilou en Céte d’lvoire,
Niaouli au Togo et au Bénin, Nana en République centrafricaine. Le matériel
sélectionné a Java a été réintroduit au Congo belge vers 1916 a I'lNEAC (Ins-
titut national pour I'étude agronomique du Congo belge), qui est devenu le
principal centre de sélection de C. canephora de 1930 a 1960 (MONTAGNON et
al., 1998). Cependant, si les performances globales des arbres cultivés ont sen-
siblement augmenté a travers ces quelques cycles de sélection a Java et au
Congo belge, les cultivars n’en sont pas moins restés trés proches génétique-
ment des individus des populations naturelles d’origine. Par ailleurs, dans les
pays africains de I'aire d’origine de I'espéce ot C. canephora est cultivé, des
formes spontanées locales ont pu se croiser avec les formes introduites et des
plantes cultivées ont pu retourner vers des formes sauvages.

La botanique et les ressources génétiques

La botanique et le mode de reproduction

C. canephora appartient a la famille des rubiacées, genre Coffea L., sous-genre
Coffea Bridson. Le genre Coffea a une aire de répartition limitée au continent
africain, a Madagascar et aux fles Mascareignes. Il contiendrait pres de
80 espéces, dont 25 seraient endémiques d’Afrique (BRIDSON et VERDCOURT,
1988). Les especes du genre Coffea les plus proches génétiquement de
C. canephora sont C. congensis et C. brevipes (LASHERMES et al., 1997). De
plus, C. canephora ou une forme ancestrale de C. canephora est 'une des
deux espeéces diploides parentales de C. arabica (LASHERMES et al., 1997).
Toutes les espéces du genre Coffea sont diplaides a I'exception de C. arabica,
qui est allotétraploide. De méme, elles possedent toutes un mode de reproduc-
tion strictement allogame a I'exception de C. arabica, seule espéce autogame.
Les études menées sur C. canephora ont mis en évidence un systéeme d’auto-
incompatibilité gamétophytique (BerTHAUD, 1980).

Pour les espéces diploides du genre Coffea, la quantité d’ADN par génome
diploide, mesurée par cytométrie en flux, varie de 0,95 a 1,78 picogramme
(Cros et al., 1995). Elle est de 1,54 picogramme pour C. canephora et de
2,61 picogrammes pour C. arabica.

C. canephora possede I'une des aires de répartition les plus larges du sous-
genre Coffea : elle s'étend, d’ouest en est, de la Guinée au Soudan et, du nord
au sud, du Cameroun a I’Angola (BErTHAUD, 1986).

La croissance des caféiers de cette espéce est dimorphe. Les tiges principales
(axes orthotropes) ont une croissance verticale et les branches (axes plagio-
tropes), une croissance horizontale. Le bouturage horticole est relativement
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aisé. L'espece peut fleurir une ou plusieurs fois par an, aprés une pluie d’au
moins 10 millimeétres qui suit une période de stress hydrique. La maturation
des baies dure de huit a douze mois selon la variété et I'environnement.

Les graines de C. canephora n’ont pas un comportement orthodoxe (ROBERTS,
1973) lorsqu’elles sont déshydratées ou stockées a basse température (Cou-
TURON, 1980). Leur longévité n'est que de un a deux ans a |'état hydraté et a
température ambiante.

Les ressources génétiques

Etant donné le comportement des graines de C. canephora, la conservation a
long terme des ressources génétiques de cette espece s'effectue en champs.

Des collections plus ou moins représentatives des introductions les plus répan-
dues, du matériel prélevé en plantations et des formes locales sont conservées
en Cote d’lvoire, au Cameroun, en Ouganda, en Inde, en Indonésie et au
Brésil. Mais I'unique collection de référence pour les formes sauvages
de C. canephora est celle de Divo, en Cote d’lvoire. Elle contient plus de
700 génotypes sauvages collectés par I'Orstom (Institut frangais de recherche
scientifique pour le développement en coopération) en collaboration avec le
Cirad, I'lBPGR (International Board for Plant Genetic Resources), la FAO (Food
and Agriculture Organization of the United Nations) et le MNHN (Muséum
national d’histoire naturelle) entre 1975 et 1987, dans cinq pays africains : la
Céte d’'Ivoire et la Guinée, en Afrique de I'Ouest ; le Cameroun, le Congo et la
République centrafricaine, en Afrique centrale. La gestion de cette collection
repose sur la duplication clonale en champs de chaque génotype. Le rempla-
cement d'un arbre mort est réalisé par bouturage horticole a partir de I"autre
représentant du méme génotype. Paralléelement, le Cirad a constitué une
importante collection de matériel cultivé, également conservée sur la station
expérimentale de Divo. Cette collection de travail contient plus de 600 acces-
sions d’origines diverses : variétés et populations locales, prélevements dans
des plantations villageoises, matériel sélectionné.

La structure de la diversité génétique

La variabilité isoenzymatique

La premiére analyse de la diversité génétique de I'espece C. canephora a
partir du polymorphisme enzymatique a été réalisée par BERTHAUD (1986).
Quinze échantillons ont été classés a I’aide des distances génétiques calculées
a partir des fréquences alléliques de chaque échantillon. Douze des quinze
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Tableau 2. Origine du matériel cultivé étudié : type d’introduction, dénomination en collec-
tion, institut donateur ou référence de la collecte, pays (d‘origine pour les donations, de
culture pour les prélévements en plantations) et nombre de génotypes analysés (N).

Type d'introduction  Dénomination Donateur ou collecteur Pays N

Donation Aboisso Aboisso!, Cote d’lvoire Gabon 6
Niaouli Bingerville?, Cote d'lvoire  Togo 3
Kouilou de Madagascar Bingerville?, Cote d’lvoire  Gabon 4
C10 Man — Rép. du Congo 2
INEAC INEAC*, Rép. du Congo  Rép. du Congo 12

Préléevement Cote d'lvoire BerTHAUD (1983)

dans des plantations LE Pierres et al. (1989) Cote d'lvoire 7
Guinée Le Pierres et al. (1989) Guinée 9
Togo Togo 2
Hybrides Cote d'lvoire 6

Inconnu Robusta A1 Inconnu Inconnu 4

Total 55

1 Introduction a Aboisso (Cote d'Ivoire), par Beynis en 1910, de matériel cultivé au Gabon (Coroier, 1961).

2 Introduction au Jardin d’essais de Bingerville (Cote d'lvoire), en 1914, de matériel cultivé au Togo (CORDIER,
1961).

3 Introduction a Bingerville (Cote d'Ivoire), en 1951, de matériel sélectionné a Madagascar et originaire du
Gabon (Corpier, 1961).

4 Introduction en Cote d’Ivoire, en 1935, de matériel sélectionné a I'INEAC au Congo belge (Corier, 1961).

République centrafricaine
*

11a)

2(%)

Figure 1a. Classification de 60 génotypes sauvages suivant l'indice de similarité de Dice et la
méthode d’agrégation UPGMA a partir des données observées pour 29 marqueurs isoenzyma-
tiques.
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Figure 1b. Classification de 110 génotypes sauvages et cultivés suivant 'indice de similarité de
Dice et la méthode d’agrégation UPGMA a partir des données observées pour 29 marqueurs
isoenzymatiques.
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Une analyse globale du dendrogramme indique que le matériel sauvage origi-
naire d’'Afrique de I’Ouest est rassemblé dans un seul groupe, alors que le
matériel collecté en Afrique centrale se structure en quatre groupes. Le groupe E
est le plus distant des quatre autres groupes. Le groupe d’Afrique centrale
(groupe C) le plus proche de celui d’Afrique de I'Ouest (groupe D) posséde la
répartition géographique la plus large.

Lorsque le matériel cultivé est pris en compte dans |'analyse, la structure de
I'espéece en cinq groupes est conservée (figure 2b). De méme, la position des
groupes les uns par rapport aux autres demeure inchangée. Pour chacun des
groupes, la composition en matériel sauvage reste identique a celle qui a été
définie précédemment. Cependant, aucun matériel cultivé n’est présent dans
les groupes sauvages B et C. Les individus provenant de la République du
Congo, a I'exception d’un individu, s'insérent dans le groupe E, auquel se ratta-
chent également des individus collectés dans des plantations de Guinée et un
hybride prélevé dans des plantations de Cote d’Ivoire. Aux individus sauvages
du groupe A s’ajoutent la plupart des génotypes cultivés originaires du Gabon,
ceux du Togo (prélevements dans des plantations et groupe Niaouli) et les indi-
vidus du groupe Robusta A1. Enfin, la quasi-totalité des individus hybrides, les
génotypes prélevés dans des plantations de Cote d'Ivoire et la plupart des géno-
types provenant des plantations de Guinée sont inclus dans le groupe D.

Guinée — *, Cote d'lvoire République centrafricaine

p——

(o]

D(A)

E(%)

1

E

Figure 2a. Classification de 77 génotypes sauvages suivant l'indice de similarité de Dice et la

méthode d’agrégation UPGMA 2 partir des données observées pour 66 marqueurs RFLP.
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Figure 2b. Classification de 132 génotypes sauvages et cultivés suivant I'indice de similarité de
Dice et la méthode d’agrégation UPGMA & partir des données observées pour 66 marqueurs
RFLP.
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La variabilité agromorphologique

A notre connaissance, seules deux études ont porté sur I'analyse de la diversité
agromorphologique de C. canephora (MONTAGNON et al., 1992 ; Lerov et al.,
1993). Dans les deux cas, les analyses en composantes principales réalisées ne
permettent pas de révéler une forte structuration de I'espéce. En revanche, des
comparaisons a posteriori entre les groupes établis sur la base des isoenzymes
ont été effectuées dans plusieurs études et pour divers jeux de variables
agromorphologiques (BERTHAUD, 1986 ; MONTAGNON et al., 1992 ; Leroy et al.,
1993 ; MONTAGNON et LEROY, 1993 ; MONTAGNON et al., 1993 ; MOSCHETTO et
al., 1996). Des différences significatives entre les moyennes des groupes isoen-
zymatiques ont ainsi pu étre mises en évidence pour certains caracteres : mor-
phologie foliaire, longueur des entre-nceuds, ramification, sensibilité a la séche-
resse, phénologie de la fructification, sensibilité a la rouille orangée due a
Hemileia vastatrix. En revanche, il n’est pas possible de déterminer, en planta-
tion, I'appartenance d'un caféier a un groupe génétique d’aprés sa morphologie.

Dans notre étude, I’analyse des données agromorphologiques conduit a une
classification du matériel sauvage en deux groupes majeurs auxquels s'ajoute
un troisieme groupe comportant deux individus relativement proches |'un
de l'autre mais trés distants des autres génotypes sauvages (figure 3a). Cette

uinée ~ =, Cote d'voire

by

République centrafricaine

ﬂ

j me)

Figure 3a. Classification de 61 génotypes sauvages suivant la distance euclidienne et la
méthode d’agrégation UPGMA a partir des données observées pour 11 marqueurs agromor-
phologiques.
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structuration n’est pas d’ordre géographique : tous les pays prospectés compor-
tent des représentants de chacun des groupes | et Il. De plus, pour environ un
tiers des populations, les individus provenant d’'une méme population se répar-
tissent entre les deux groupes majeurs | et Il. Des analyses de variance
réalisées pour chacun des marqueurs agromorphologiques étudiés révelent
une différence significative entre les moyennes des groupes | et Il pour la
longueur du cycle de fructification, la granulométrie et la morphologie foliaire.

Lorsque le matériel cultivé est pris en compte, la structure de la diversité est
globalement semblable a celle qui est obtenue lorsque seuls les génotypes sau-
vages sont analysés (figure 3b). La répartition des individus sauvages dans les
groupes demeure inchangée a I'exception de deux génotypes du groupe sau-
vage Il qui s'insérent dans le groupe Ill. Aucun individu cultivé ne se retrouve
dans le groupe IlI. Tous les génotypes originaires du Gabon, a I'exception d’un
génotype du groupe Aboisso, ainsi que les individus des groupes Robusta Al
et hybrides s’intéegrent dans le groupe I. Les individus de la République du
Congo, excepté un génotype, et les génotypes prélevés dans des plantations en
Cote d'Ivoire se retrouvent dans le groupe 1.

Les relations entre les différents
niveaux de diversité

La distribution des individus des groupes biochimiques au sein des groupes
moléculaires et des groupes agromorphologiques (tableau 3) permet de com-
parer les structurations observées. Les groupes biochimiques présentent des
diversités différentes. Le groupe biochimique 1, relativement homogene du
point de vue moléculaire, correspond uniquement au groupe moléculaire D.
Le groupe biochimique 2 présente une large diversité et comporte des

Tableau 3. Distributions des génotypes sauvages, d’'une part, des génotypes sauvages et
cultivés, d’autre part, classés suivant leur appartenance aux groupes biochimiques au
sein des groupes moléculaires et des groupes agromorphologiques. Pour chacune des
comparaisons, seuls les génotypes communs aux analyses correspondant aux deux
marqueurs comparés ont été pris en compte.

Groupes Groupes Groupes
biochimiques moléculaires agromorphologiques

A B C D E I nm
Génotypes 1 0o 0 0 30 0 14 7 0
sauvages 2 2 4 12 1T 12 7 7 1
Génotypes 1 o 0 0 32 1 177 9 0
sauvages 2 6 4 12 8 29 16 20 2
et cultivés 3 13 0 0 0 1 8 1 0
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Figure 3b. Classification de 87 génotypes sauvages et cultivés suivant la distance
euclidienne et la méthode d‘agrégation UPGMA a partir des données observées pour
11 marqueurs agromorphologiques.
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des marqueurs moléculaires pour la structuration de C. canephora. D'une part,
les marqueurs RFLP permettent, pour un nombre de locus équivalent, de révéler
un nombre moyen d‘alleles par locus polymorphe plus important que les mar-
queurs biochimiques (6,6 contre 3,6). D’autre part, les marqueurs RFLP permet-
tent d'affiner la structuration en mettant en évidence une structuration intra-
groupe : le groupe Congolais défini par BertHAuD (1986) correspond a quatre
groupes moléculaires.

La valorisation et la gestion
des ressources génétiques

La structuration de la diversité et la valorisation
des ressources génétiques

A 'aide des locus isoenzymatiques discriminant les groupes Guinéen et Congo-
lais, BERTHAUD (1986) a identifié des hybrides intergroupes dans le matériel
cultivé. Parmi les 12 hybrides intergroupes repérés, 4 correspondent aux
6 meilleurs clones vulgarisés. Cette observation a amené J. Berthaud a proposer
un schéma de sélection récurrente réciproque de C. canephora fondé sur I'utili-
sation de ces deux groupes. L'efficacité de ce schéma a été démontrée par la
suite (LEROY et al., 1993), ce qui confirme qu'il est important de connaitre la
structure de la diversité pour exploiter au mieux les ressources génétiques.

Les résultats de I’étude sur les marqueurs moléculaires devraient permettre
d’améliorer ce schéma de sélection. En effet, d’'une part, il faudrait s’assurer
qu'il n"existe pas de combinaisons a I'intérieur du groupe Congolais présentant
une hétérosis plus forte que I'hétérosis moyenne entre les groupes Guinéen ct
Congolais. D'autre part, si les hybrides entre Guinéen et Congolais restent les
plus intéressants, des résultats préliminaires semblent indiquer que la valeur de
I’hétérosis entre les groupes Guinéen et Congolais dépend du groupe molécu-
laire auquel appartient I'individu du groupe Congolais. Ainsi, en se fondant
uniquement sur les distances génétiques établies a I’aide des marqueurs RFLP,
I"hétérosis entre les individus classés dans les groupes D et C pourrait étre
moins forte que celle entre les individus classés dans les groupes E et C.

La structuration de la diversité
et la gestion des ressources génétiques

Les résultats de cette étude permettent d’avancer un certain nombre de recom-
mandations pour assurer une meilleure gestion ex situ des ressources géné-
tiques de C. canephora.
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Annexe

Matériel végétal

Un échantillonnage de 132 génotypes a été réalisé au sein des collections de matériel
sauvage et cultivé conservées en Cote d’lvoire (tableaux 1 et 2). Les 77 génotypes
sauvages ont été échantillonnés afin d’avoir une représentation de chacune des
45 populations sylvestres prospectées (tableau 1). Pour le matériel cultivé un échan-
tillonnage aléatoire proportionnel a été réalisé pour chacune des dix origines princi-
pales identifiées en collection (tableau 2). La nature des regroupements est trés hétéro-
gene. Pour le matériel ayant fait I'objet d’'une donation, la dénomination des groupes
correspond au nom, a la localisation de la station expérimentale donatrice ou au type
variétal du matériel (Robusta ou Kouilou). Pour ces groupes, le pays d’origine peut cor-
respondre a la zone de culture ou au centre de sélection. Pour le matériel collecté dans
les plantations, le pays mentionné est celui dans lequel les prélevements ont été effec-
tués. Le groupe dénommé « hybrides » rassemble des génotypes pour lesquels on a
montré a posteriori qu'il s’agissait d’hybrides entre des formes originaires d’Afrique de
I’Ouest et des formes provenant d’Afrique centrale (BertHAUD, 1983). Enfin, I'historique
de I'introduction du groupe Robusta A1 n’a pu étre retracée. L'origine de ce groupe
reste donc inconnue.

Analyse par RFLP

L’extraction de I'ADN génomique total a été réalisée selon la méthode décrite
par AGWANDA et al. (1997). La technique de marquage moléculaire utilisée est celle
qui a été décrite par LASHERMES et al. (1995). Deux enzymes de restriction ont été utili-
sées : EcoRl et Hindlll. Les 26 sondes testées proviennent d'une banque génomique de
C. arabica. Parmi celles-ci, dix sondes ont été retenues pour leur caractere polymorphe
et monolocus. Chaque sonde a été utilisée aprés digestion par I'une ou |"autre
des enzymes de restriction. La présence et |'absence des 66 bandes correspondant a
66 alléles ont été codées 1 et 0, respectivement.

Analyse enzymatique

Au sein de |"échantillon total de 132 individus (tableaux 1 et 2), I’analyse du polymor-
phisme isoenzymatique a été réalisée sur 60 individus sauvages et 50 individus
cultivés. Parmi les 60 individus sauvages, 48 sont communs aux analyses réalisées sur
les marqueurs agromorphologiques. Pour le matériel cultivé, le nombre d’individus
communs aux analyses isoenzymatiques et agromorphologiques est de 26. Les
techniques d’extraction, d’électrophorése et de révélation des isoenzymes sont celles
de BErTHAUD (1986). Les analyses ont porté sur cing systémes enzymatiques révélant
huit locus : estérases o et B (3 locus), 6-phosphogluconate déshydrogénase (2 locus),
isocitrate déshydrogénase (1 locus), phosphoglucomutase (1 locus) et phosphogluco-
isomérase (1 locus). Les 29 alléles identifiés ont été codés en présence ou en absence
(1 ou 0).

Etude agromorphologique

Au sein des 132 génotypes étudiés (tableaux 1 et 2), 61 génotypes sauvages et 26 géno-
types cultivés ont été évalués a partir de 11 marqueurs agromorpholog{iques. Quatre
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La canne a sucre

Jean Christophe Glaszmann, Nazeema Jannoo,
Laurent Grivet, Angélique D’Hont

La canne a sucre est une production majeure des zones tropicales et subtro-
picales. C'est autour de sa culture que l'industrie sucriére est née et s’est déve-
loppée. Actuellement, la production mondiale de saccharose dépasse 100 mil-
lions de tonnes par an, 70 % environ provenant de la canne et 30 %, de la
betterave. Les plus gros producteurs sont I'Inde, le Brésil, Cuba et la Chine.

La canne cultivée a une morphologie classique de graminée pérenne. Elle est
multipliée par bouturage de tige a partir du développement des bourgeons
axillaires. L'accumulation du saccharose dans la tige survient a la fin de la
période de végétation, aprés la floraison quand elle a lieu. Elle est déclenchée
par une action combinée du froid, méme relatif, et d’'une baisse de I'alimenta-
tion hydrique (FAUCONNIER, 1991). Dans les climats équatoriaux, ou il n’y a pas
de saison seche marquée, la richesse en sucre des tiges est souvent faible.

Le cycle entre deux récoltes varie entre 10 et 24 mois en fonction du climat et
des choix économiques. Le cycle entre deux plantations est trés variable et
dépend surtout de critéres socio-économiques. Il est, par exemple, confondu
avec le cycle de récolte a Hawaii et peut s’étendre sur plus de dix repousses
dans certaines zones défavorisées de la Réunion. La pousse issue directement
des boutures s’appelle la « vierge ». Le rendement est généralement maximal a
la premiére repousse et tend ensuite a décroitre au fur et a mesure des récoltes.
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La taxonomie et les ressources génétiques

La biologie, la taxonomie et la répartition géographique

La canne est une monocotylédone de la famille des poacées. L’inflorescence
est une panicule lache et ramifiée, ol les fleurs (épillets) sont disposées par
paires, I'une étant sessile, I'autre pédonculée. Chaque épillet est bisexué et
possede trois étamines et un ovule. Toutes les tiges ne fleurissent pas forcé-
ment ; l'intensité de la floraison dépend de facteurs génétiques et climatiques.
La pollinisation est anémophile comme pour la plupart des graminées. La flo-
raison est généralement considérée comme défavorable a la production et
donc contre-sélectionnée. Le fruit est un caryopse. Il nest utilisé que pour les
besoins de la sélection et ne sert jamais de semence dans les champs de pro-
duction.

Le genre Saccharum appartient a la tribu des andropogonées, au méme titre
que deux céréales majeures, le mais el le sorgho. Il trouve son origine en Asie
(figure 1). Les taxonomistes distinguent cinq espéces de base.

S. officinarum, la premiére espece cultivée, est probablement originaire de
Papouasie-Nouvelle-Guinée. Les clones de cette espéce présentent des tiges a
fort diametre, trés riches en sucre.

S. barberi est originaire d’Inde et S. sinense, de Chine. Les clones de ces deux
espéces sont généralement plus rustiques que ceux de S. officinarum. Ils ont
des tiges plus fines, plus fibreuses et moins riches en sucre. On pense qu'ils
proviennent d’hybridations spontanées entre S. officinarum et I'espéce sauvage
S. spontaneum, qui se seraient produites en Inde pour S. barberi et en Chine
pour S. sinense.

S. spontaneum est une espéce sauvage a distribution géographique trés vaste,
qui englobe presque toute I’Asie, de I’Afghanistan aux fles du Pacifique. Les
différents écotypes peuvent étre annuels ou pérennes. Ils présentent une tres
grande variabilité morphologique.

S. robustum, autre espéce sauvage, est probablement I'ancétre de S. offici-
narum. Elle se rencontre essentiellement en Papouasie-Nouvelle-Guinée, ou
elle forme des peuplements denses le long des riviéres.

Toutes les espéces du genre Saccharum sont polyploides. Les clones de S. offi-
cinarum ont 80 chromosomes. Ce nombre a été établi sur la base de centaines
d’observations, et il est vraisemblable que les quelques clones qui ne présen-
tent pas 80 chromosomes sont en fait des hybrides avec d’autres espéces
(BREMER, 1924). Les clones de S. barberi et de S. sinense ont des nombres chro-
mosomiques variant entre 82 et 124. La plupart sont probablement aneu-
ploides. Pour S. spontaneum, le nombre chromosomique varie entre 40 et 128
suivant les clones, et pas moins de 21 cytotypes différents ont été observés en
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Inde. De nombreux clones seraient aneuploides, mais les clones qui ont un
nombre chromosomique multiple de huit sont les plus fréquents. Pour
S. robustum, il existe deux cytotypes majoritaires : 2n = 60 et 2n = 80 (SReENI-
VASAN et al., 1987). Les travaux récents d’hybridation in situ sur chromosomes
(fluorescent in situ hybridization ou FISH) apportent la preuve que le nombre
de base x est égal a 8 pour S. spontaneum et a 10 pour S. officinarum el
S. robustum (D"HONT et al., 1998).

Dans toutes les espéces du genre Saccharum, les chromosomes s’apparient
principalement sous la forme de bivalents (Price, 1963). Des irrégularités lors
de la méiose, comme la formation d’univalents ou de multivalents, sont néan-
moins fréquemment observées (BURNER, 1991 ; BURNER et LEGENDRE, 1993).

L’évolution des formes cultivées

LA DOMESTICATION ET LA DIFFUSION DES CLONES

La plupart des chercheurs s’accordent sur le fait que la domestication de
S. officinarum est survenue en Papouasie-Nouvelle-Guinée et dans les fles
proches (figure 1). D’une part, il existe dans cette région une exceptionnelle
diversité morphologique des clones de S. officinarum. D’autre part, |'espéce
sauvage locale S. robustum, qui serait a l'origine de S. officinarum, y est pré-
sente (DANIELS et ROACH, 1987). La domestication de la canne serait antérieure
a 2500 avant notre ére. La canne était cultivée pour étre machée et n’a vrai-
semblablement pas fait I'objet d’une véritable industrie d’extraction du sucre
dans son aire d’origine.

Les migrations austronésiennes auraient dispersé la culture de S. officinarum
vers 'est, dans les iles du Pacifique sud, et vers le nord-ouest, en Inde et en
Chine, aux alentours de 1500 a 1000 avant notre ére. Les espéces S. barberi et
S. sinense seraient apparues a cette époque, en Inde pour la premiére et en
Chine pour la seconde. Ces deux pays sont vraisemblablement les centres
d’origine de I'industrie d’extraction du sucre.

La dispersion de la culture hors de I'aire d’origine a connu différentes étapes
importantes. S. officinarum a probablement été disséminé avec les migrations
humaines en tant que « canne de bouche », de la Mélanésie vers une grande
partie des fles tropicales du Pacifique au cours du premier millénaire de notre
ere. Les Européens ne découvriront cette espéce qu’au xvin® siecle lors des pre-
miers voyages exploratoires dans le Pacifique. S. barberi a été diffusé vers
I'ouest a partir de IInde, en tant que matiére premiere de I'industrie sucriére.
En 500, la Perse était un foyer réputé pour la production de sucre. Les Arabes
ont étendu sa culture a I'Afrique du Nord et aux iles méditerranéennes. Les
Portugais puis les Espagnols I'ont ensuite introduite au xve siecle dans les iles
de |’Atlantique (Madere, Canaries, iles du Cap-Vert, Sao Tomé). Enfin, cette
espece a franchi I’Atlantique lors du second voyage de Christophe Colomb et a
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pour expliquer les relations entre les especes du genre Saccharum. On a
ensuite analysé la diversité nucléaire révélée au moyen des RFLP au sein du
matériel cultivé aujourd’hui. Ce matériel étant issu d’hybridations interspéci-
fiques qui impliquent les especes S. officinarum et S. spontaneum, les résultats
ont été examinés en référence a la diversité de ces deux especes. Dans une
troisieme phase, on a cherché a déterminer si la diversité avait conservé les
traces de ce qui fait la caractéristique principale de |'origine des cultivars
modernes de canne a sucre, a savoir le recours a I’hybridation interspécifique
a partir d'un nombre trés limité d'accessions suivie de quelques générations
seulement d'intercroisements a partir des premiers produits interspécifiques. La
conséquence attendue est I’existence de déséquilibres de liaison associant cer-
tains marqueurs ; la conséquence espérée est la possibilité d'étendre ce raison-
nement a des génes d’intérét agronomique et de cibler les études moléculaires
futures de sorte qu’elles affinent la compréhension des bases génétiques de la
diversité utile pour les sélectionneurs.

L'organisation de la diversité moléculaire

Les relations entre les especes du genre Saccharum
et les cultivars

Avant de considérer la diversité moléculaire parmi les cultivars, il est utile de
les situer par rapport aux principales especes.

LA DIVERSITE CYTOPLASMIQUE

La diversité cytoplasmique a été étudiée par D'HONT et al. (1993) a I'aide de
sondes chloroplastiques et mitochondriales hétérologues pour révéler les RFLP
parmi 58 clones représentant différents groupes du complexe Saccharum, ainsi
que quelques cultivars. La sonde chloroplastique utilisée, bien que couvrant
prés de 20 % du génome du chloroplaste chez le blé, a permis de différencier
seulement les genres, Saccharum, Erianthus et Miscanthus. Les huit sondes
mitochondriales utilisées ont permis de différencier 10 types de profil. Parmi
les 18 clones de S. spontaneum, on a révélé unc grande variabilité, avec I'exis-
tence de six types de profil suivant une distribution 11, 2, 2, 1, 1, 1. Aucune
relation claire entre cette diversité et |'origine géographique des clones n’est
apparue. Les 15 clones de S. robustum ont montré deux profils, qui se distin-
guaient par une seule bande selon une distribution 13, 2. Les clones des trois
especes cultivées, S. officinarum, S. barberi et S. sinense, ont montré un seul
profil, identique au profil dominant de S. robustum. La diversité du génome
mitochondrial est en accord avec les hypothéses taxonomiques entre les
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Figure 3a. Distribu-
tion de 51 génotypes
de S. officinarum
dans le plan 1-2
d’une analyse facto-
rielle des correspon-
dances parmi 305
bandes RFLP poly-
morphes obtenues
avec 11 sondes cor-
respondant a des
séquences nucléaires
uniques.

Figure 3b. Distribu-
tion de 42 génotypes
de S. officinarum
dans le plan 1-2
d’une analyse facto-
rielle des correspon-
dances parmi 252
bandes RFLP poly-
morphes  obtenues
avec 11 sondes cor-
respondant a des
séquences nucléaires
uniques. Neuf clones
ayant un  grand
nombre de bandes
sont projetés en sup-
plémentaires.
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Figure 4a. Distribu-
tion de 42 génotypes
de S. officinarum
dans le plan 1-2
d’une analyse facto-
rielle des correspon-
dances parmi 252
bandes RFLP poly-
morphes  obtenues
avec 11 sondes cor-
respondant a des
séquences nucléaires
uniques. Cent neuf
cultivars sont pro-
jetés en supplémen-
taires.

Figure 4b. Distribu-
tion de 109 cultivars
de canne a sucre
dans le plan 1-2
d’une analyse facto-
rielle des correspon-
dances parmi 336
bandes RFLP poly-
morphes  obtenues
avec 11 sondes cor-
respondant a des
séquences nucléaires
uniqgues. Cinquante
et un clones de
S. officinarum sont
projetés en supplé-
mentaires.
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révélation d'associations entre marqueurs imputables a la seule liaison phy-
sique sur les chromosomes.

Il ressort de cette analyse que les associations impliquent généralement des
locus séparés par moins de 10 centimorgans (figure 5). Quarante-deux cas
d'association entre au moins deux locus liés ont été répertoriés, représentant des
formules alléliques multilocus présentes chez au moins un des premiers géni-
teurs et donc probablement transmises par lui a I'origine. Environ deux tiers des
associations impliquent des marqueurs qui semblent issus de S. spontaneum.

Cette composante de la structuration de la diversité au sein des cultivars est
interprétée comme le résultat d'un effet de fondation (associé au goulet
d’étranglement) intervenu lors du recours a quelques hybrides interpécifiques
seulement. Les associations ainsi créées ont pu étre maintenues au cours des
croisements successifs lorsque la liaison physique était suffisamment forte.
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Figure 5. Distribution des déséquilibres de liaison détectés parmi 59 cultivars le long
de la carte composite du cultivar R570. Les 38 sondes correspondent aux
41 locus indiqués sur la carte. Les locus dont la position est imprécise sont identifiés
par une barre en T sur la droite lorsqu’il s’agit de locus isolés, par une barre noire
lorsqu’il s’agit d’un groupe de locus. Les locus impliqués dans un déséquilibre de
liaison sont signalés par une barre a gauche du groupe de liaison. Plusieurs barres entre
les locus indiquent que plusieurs associations alléliques préférentielles sont observées.
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Conclusion

Les marqueurs moléculaires utilisés lors de ces études sont des RFLP. Ils per-
mettent une caractérisation trés détaillée du matériel. Quel que soit I"échan-
tillon considéré, plus de la moitié des bandes révélées sont polymorphes. Du
fait de la polyploidie du matériel et d'une trés forte hétérozygotie, chaque
sonde révele généralement plus de cinq bandes par individu. En prenant en
compte quelques sondes, on porte rapidement le nombre de bandes compa-
rées au-dela du seuil de discrimination entre les individus. A titre d’exemple,
Lu et al. (1994b) ont proposé un ensemble de cinq sondes qui, combinées a
une seule enzyme de restriction, permettent d’identifier toutes les variétés culti-
vées sans aucune ambiguité. Pour les mémes raisons, il apparait que quelques
sondes seulement suffisent a donner acceés a la structure générale de la diver-
sité interspécifique.

Les résultats confirment les hypothéses phylogénétiques antérieures et appor-
tent des éléments complémentaires a |’échelle intraspécifique. Au sein de
S. spontaneum, on observe un cline géographique qui oppose les formes méri-
dionales dont le nombre chromosomique est élevé aux formes septentrionales,
la variation au niveau cytoplasmique présente cependant un profil spécifique
indépendant de I'origine géographique. La variation chez S. officinarum révéle
un centre de diversité étendu sans structure forte et permet de repérer une
diversité secondaire, peut-étre associée a des introgressions avec d’autres com-
partiments du complexe.

Ces résultats indiquent que les marqueurs moléculaires, en particulier les
RFLP, seront d'une grande utilité pour constituer une core collection de res-
sources génétiques de la canne a sucre. La nature du dispositif international de
conservation et de gestion de ces ressources justifierait un investissement de
laboratoire proche de la collection indienne, actuellement la plus riche et la
mieux gérée.

En revanche, les marqueurs RFLP se révelent inefficaces pour examiner un
niveau taxonomique supérieur, en particulier celui qui permettrait d'élucider
les événements, amphi ou autopolyploidisations par exemple, qui ont abouti
au complexe polyploide Saccharum. D'autres modes de marquage plus glo-
baux, comme la GISH, seront probablement plus utiles.

Parmi les cultivars modernes, les marqueurs RFLP permettent en premier lieu
d’évaluer la base génétique mise en valeur par rapport aux ressources dispo-
nibles, d’analyser sa structure et de la rapporter a différentes composantes et a
divers phénomenes. Malgré le faible nombre de géniteurs effectivement utilisés
lors des croisements interspécifiques, on constate une trés forte diversité des
variétés cultivées aujourd’hui : la polyploidie a assuré le maintien d’une large
base génétique. Les déséquilibres de liaison entre marqueurs proches ouvrent
des perspectives pour évaluer la contribution qualitative des premiers géniteurs
en matiére de génes d’intérét agronomique. Les progrés de la cartographie du
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Annexe

Analyse par RFLP

Les données produites se ramenent a |'identification de bandes RFLP polymorphes au
sein de I’échantillon étudié et a la construction de matrices codées 0-1, correspondant
a I’absence ou a la présence de ces bandes chez les accessions analysées. Comme il
s’agit de clones, chaque accession a été représentée par un seul individu. L'indice de
Dice a été calculé pour quantifier la similarité entre deux accessions, qui correspond au
pourcentage de bandes communes par rapport au nombre de bandes présentes chez au
moins une des deux accessions comparées. Les matrices ont été traitées par des AFC.
Ces AFC ont été réalisées avec I'ensemble des données, puis aprés avoir retiré certains
marqueurs ou certains individus des éléments actifs dans l'analyse. En effet, les mar-
queurs trop rares ou trop fréquents peuvent donner un poids excessif a certains indi-
vidus et ainsi masquer une structure générale. Dans tous les cas d’analyse présentés ici,
les marqueurs montrant une fréquence inférieure a 5 % ou supérieure a 95 % ont été
mis en supplémentaires. La possibilité de placer certains individus en supplémentaires
permet de retirer des clones trés particuliers ou de situer un ensemble de clones donné
dans un cadre de référence fondé sur la diversité des clones maintenus comme actifs.
Nous avons utilisé cette possibilité pour examiner les contributions respectives des
espéces ancestrales a la structuration de la diversité des cultivars.

Recherche de déséquilibres de liaison

Trente-huit sondes se cartographiant en 41 locus répartis sur I'ensemble du génome ont
été utilisées, ce qui a permis de révéler 1 057 bandes polymorphes. Un test exact de
Fisher a été effectué sur I'ensemble des données pour comparer les fréquences d’asso-
ciation entre les locus selon qu’ils appartiennent ou non au méme groupe de liaison. Le
méme test a ensuite été appliqué en limitant les comparaisons aux marqueurs du méme
groupe de liaison, pour tester si les liaisons fortes étaient plus fréquemment porteuses
d’associations alléliques bilocus.
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Si le cocotier est une plante emblématique des paysages cotiers tropicaux, il
représente également une ressource vitale pour de nombreuses populations de
ces régions. Sa culture couvre environ 11 millions d’hectares, dont 94 % se
situent en Asie et dans le Pacifique (BourDEIx et al., 1997). Les principaux pays
producteurs sont les Philippines et I'Indonésie. C’est une culture essentiel-
lement paysanne, le plus souvent plantée sur de petites surfaces. Les grandes
plantations représentent moins de 10 % du total.

Presque toutes les parties du cocotier sont exploitées et leurs utilisations sont
innombrables (PersLey, 1992). Le bois, bien que difficile & mettre en ceuvre, est
d’excellente qualité. Les palmes sont employées pour couvrir les habitations.
Les nervures des folioles servent a fabriquer des balais. La séve tirée des inflo-
rescences donne du sucre et des boissons alcoolisées. Les racines fournissent
des colorants et sont utilisées en médecine traditionnelle.

Mais c’est son fruit qui fait la réputation du cocotier : I'épiderme de cette
drupe recouvre une bourre épaisse dont les fibres sont largement utilisées sous
le nom de coir. A l'intérieur se trouve une graine volumineuse — la noix de
coco —, qui comprend une coque brune lignifiée et un albumen dont la partie
périphérique est solidifiée a maturité. La cavité restante renferme la partie
liquide de I’albumen : I'eau de coco. Consommée immature, la noix de coco
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donne une boisson rafraichissante et sucrée. Mdre, elle est surtout appréciée
pour son albumen solide, qui peut étre consommé directement ou apres
diverses transformations. L’albumen séché fait I'objet, sous le nom de coprah,
d'un commerce international important. C’est en effet la source d'une des prin-
cipales huiles de type laurique, particuliérement appréciée en savonnerie.
Cette huile est également utilisée en alimentation et dans les cosmétiques.

La taxonomie et les ressources génétiques

La botanique et la taxonomie

Le cocotier (Cocos nucifera L.) est une monocotylédone arborescente diploide
(2n = 2x = 32) de la famille des arecacées. Il forme un genre monospécifique,
sans espece sauvage étroitement apparentée. C'est un palmier dont le stipe
non ramifié porte un bouquet de palmes produites au rythme d’environ une
par mois. A l'aisselle de chaque palme, une inflorescence ramifiée est émise.
Chacun des épillets porte quelques fleurs femelles a la base et de nombreuses
fleurs males au sommet.

La floraison est protandre et le déroulement de ses cycles explique le compor-
tement reproductif des deux principaux types de cocotiers, dans lesquels se
rangent les différents cultivars (ROGNON, 1976). Les cocotiers « Grands » sont
principalement allogames : la floraison femelle commence apres la fin de la
floraison male. Un certain taux d’autogamie est cependant possible lorsque la
floraison male chevauche la floraison femelle de I'inflorescence précédente.
Les cocotiers Grands se caractérisent aussi par une croissance rapide, la
présence d’un bulbe volumineux a la base du stipe et des cicatrices foliaires
espacées. Les cocotiers « Nains » sont le plus souvent autogames : la floraison
femelle se déroule entiérement (ou, comme pour le Nain Vert Brésil, en grande
partie) avant que la floraison male ne s’acheéve. Ils représentent une faible
partie de la population mondiale et sont généralement situés prés des habita-
tions. Outre leur autogamie, les Nains se distinguent par une croissance plus
lente, des cicatrices foliaires rapprochées, une plus grande précocité, des noix
plus petites et a I'épiderme souvent vivement coloré. Signalons une variété de
cocotiers semblable aux Nains par la taille, mais allogame : le Nain Niu Leka.

Les ressources génétiques

L’ORIGINE ET L'AIRE DE DISTRIBUTION

Bien qu’une origine américaine ait été évoquée, la plupart des auteurs s'accor-
dent aujourd’hui pour rattacher le cocotier au centre d’origine indo-malais tel
que Vavilov I'a défini (CHILD, 1964 ; ZOHARY, 1970). Il est a présent répandu
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utilisée comme male et I'autre comme femelle, ce qui a rendu possible la pro-
duction en masse des variétés hybrides. Ultérieurement, la pollinisation
assistée, qui consiste a effectuer un apport massif de pollen exogéne sur les
inflorescences émasculées, a remplacé progressivement cette méthode (pe
NUCE DE LAMOTHE et ROGNON, 1972),

Une stratégie d’amélioration du cocotier a été proposée par BOURDEIX et al.
(1990 ; 1991a ; 1991b). Elle s’inspire du schéma de sélection récurrente réci-
proque mis au point par Comstock et al. (1949) pour le mais. Son originalité
réside dans la conduite simultanée de deux axes de sélection, I'un orienté vers
les hybrides Grand x Grand et |'autre, vers les hybrides Nain x Grand (figure 1).

La caractérisation des nombreux cultivars disponibles est indispensable a leur
utilisation en amélioration et a la recherche d’hétérosis, mais aussi a leur
conservation comme source de variabilité. Ce chapitre revient sur les résultats
de I'étude de LesruN et al. (1998b) et tente de dégager ce que les outils de
marquage moléculaire peuvent apporter a la connaissance et a I’'amélioration
du cocotier par rapport aux méthodologies précédemment utilisées.

L’organisation de la diversité

La diversité nucléaire et mitochondriale
révélée par les RFLP

Pour les RFLP nucléaires, les 25 couples enzyme-sonde utilisés permettent de
révéler 60 bandes polymorphes parmi les 289 arbres analysés. La sonde Cox 1
met en évidence deux profils mitochondriaux.

Les analyses factorielles des correspondances (AFC) et les informations géogra-
phiques permettent de constituer des groupes de cultivars relativement homo-
genes et ensuite d'identifier les marqueurs distinctifs de chaque groupe.

LES DEUX ZONES MAJEURES DE DIVERSITE DES COCOTIERS GRANDS

On distingue sur la droite de I’AFC (figure 2) un premier groupe qui corres-
pond a I'ensemble des Grands de la zone écogéographique du Pacifique,
comprenant I’Asie du Sud-Est et le Pacifique sud, auxquels se rattachent tous
les cultivars Nains et les cocotiers du Panama : ce premier groupe est appelé
« groupe pacifique ». Un autre ensemble, situé a gauche, correspond aux
cocotiers de I'Inde, du Sri Lanka et de I'Afrique de I'Ouest : c’est le « groupe
indo-atlantique ». Ces deux groupes sont séparés par un ensemble de trois
cultivars, qui forment un troisiéme groupe, riverain de I'océan Indien, le
« groupe océan Indien ».
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Figure 1. Articulation des deux axes de la sélection récurrente réciproque chez le

cocotier, d’aprés BourDEix et al. (1997a).
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Figure 2. Synthése des données RFLP : les grands groupes de cultivars.
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Figure 3. Synthése des données RFLP : la diversité au sein du groupe pacifique.

marqueurs de fréquence intermédiaire sont peu nombreux (de 12 a 17). La
population Aguadulce se distingue légérement des deux autres populations
panaméennes, en raison notamment de la présence de quelques bandes spéci-
fiques des indo-atlantiques, avec une faible fréquence. En revanche, les deux
autres populations, Monagre et Bowden (Jamaique) semblent indiscernables.

LES COCOTIERS NAINS

Les cocotiers Nains sont essentiellement autogames. Cette caractéristique se
traduit par la quasi-absence des bandes de fréquence intermédiaire et par un
taux d’hétérozygotie trés faible. Les deux exceptions sont le Niu Leka, seul
cultivar Nain franchement allogame, et le Nain Vert Malais, connu pour étre
partiellement allogame. Toutes les bandes communes aux Nains se retrouvent
dans le groupe pacifique, mais 13 bandes présentes dans ce groupe sont
absentes de la plupart des Nains. Parmi celles-ci, plusieurs correspondent a la
fixation d’alleles de fréquence intermédiaire chez les Grands, ce qui suggere
fortement une origine commune.

Quatre cultivars Nains d’origines et de couleurs distinctes ont un profil quasi-
ment identique : Nains Verts Sri Lanka et Kiribati, Nains Bruns Ternate et
Madang. D’un autre coté, les Nains Malais forment un groupe homogene, qui
se distingue par la fixation de cing alleles différents de ceux qui se trouvent
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Figure 4. Données polyphénoliques : analyse discriminante de I'ensemble des
individus selon le critére cultivar (plan 1-2), d’aprés Jay et al. (1989).

Ainsi, en dépit des différences dans la méthode d’analyse statistique et dans le
mode de présentation, les résultats des deux approches sont globalement
convergents. La différence la plus notable tient a la situation du Grand
Panama, qui apparait ici intermédiaire et relativement proche de I"Afrique.

Les données agromorphologiques
La figure 5 présente les deux premiers axes d’une analyse discriminante réa-

lisée sur des données morphologiques et de production pour 17 cultivars
Grands représentés chacun par 30 individus (N'cHO et al., 1993). Le premier
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Figure 5. Syntheése des données morphologiques, d‘apres N'cHo et al. (1993).

axe représente 34 % de la variabilité totale et comporte des variables liées a la
vigueur générale de la plante et, plus particulierement, a celle du stipe. Le
second (21 % de la variabilité) est positivement lié a la taille du fruit et de la
cavilé laissée par I'albumen (correspondant au volume d’eau de coco dans la
noix presque mare). Il est également associé négativement au nombre de noix
produites.

Suivant cette représentation, les cultivars d’Inde et d’Afrique de I"Ouest sont
caractérisés par un port relativement gréle et par de nombreux fruits de petite
taille, renfermant un faible volume d’eau, ceux d’'Afrique de I'Est et des iles
mélanésiennes se distinguent par un port plus robuste, avec des fruits de petite
dimension (sauf le Grand Rennell), alors que ceux d’Asie du Sud-Est et de
Papouasie associent robustesse et taille des noix. Les cultivars de Polynésie
occupent une position médiane. Un troisieme axe non représenté (13 % de la
variabilité), associé a la longueur des éléments de l'inflorescence, isole le seul
Grand Rennell.

On retrouve comme pour les marqueurs polyphénoliques et RFLP une zona-
tion est-ouest, quoique moins évidente. La position intermédiaire des cultivars
d’Afrique de I’Est n’est pas observée.
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Discussion et conclusion

La contribution des marqueurs moléculaires
a I'histoire de la diversification du cocotier

Les analyses moléculaires présentées ici sont donc globalement en accord
avec les résultats des études réalisées précédemment. Les principales diffé-
rences tiennent a la meilleure reproductibilité des résultats et a I'indépendance
du polymorphisme des RFLP a I'égard de I’environnement, ce qui se traduit
par une plus grande précision. Les marqueurs RFLP contribuent ainsi a une
meilleure connaissance des principaux événements qui ont marqué la diversi-
fication du cocotier (LeBruN et al., 1998b). Afin de faire ressortir les contribu-
tions spécifiques des marqueurs moléculaires, nous les replacerons tout au
long d'une bréve histoire du cocotier (figure 6).

La région d’origine du cocotier la plus probable se situe entre |’Asie du Sud-Est
et la Papouasie (ZoHARY, 1970 ; CHILD, 1964). La noix de coco est adaptée a la
dispersion par flottaison, et la répartition des fles lui permet d'atteindre facile-
ment une cote favorable a sa germination. Il existe sans doute, des le début,
une variation notable de la composition du fruit. Peu a peu, le cocotier aurait
migré spontanément par flottaison vers le Pacifique et, éventuellement, de
proche en proche vers I'Inde. Dans ces migrations lointaines, c’est sans doute
la forme la plus adaptée au transport marin a longue distance qui a été favo-
risée, le type Niu Kafa de HARRIES (1978).

Origine
des Nains

(T

Afrique y
forehs : I
de I'Ouest o i :
'Vintermédlalres HILH]| h.l

Niu Leka
vj

[Im Groupe pacifique
= Groupe indo-allantique
B Groupe intermédiaire de I'océan Indien

Figure 6. Localisation géographique des grands groupes de cocotier.
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A une date trés reculée et inconnue, les populations typiques du sous-continent
indien se sont trouvées isolées du groupe pacifique. Bien qu’il ne soit pas
considéré comme une plante indigéne, le cocotier serait présent en Inde
depuis au moins 3 000 ans (CHILD, 1964). Le fait qu’on retrouve un type Niu
Kafa prédominant en Inde pourrait suggérer un transport par flottaison, sans
qu'on puisse le prouver. Les apports ultérieurs de I’Asie du Sud-Est ont été
limités et n"ont que peu modifié la structure génétique.

O La répartition des cultivars en deux grands ensembles n’est pas une nou-
veauté. En revanche, de nombreux marqueurs RFLP présentent un fort déséqui-
libre de fréquence, qui peut aller jusqu’a la spécificité, entre les groupes paci-
fique et indo-atlantique. Cela indique une divergence ancienne probablement
due a un isolement géographique prolongé.

A partir de 1300 avant notre ére, la colonisation humaine du Pacifique sud
consolide Iimplantation du cocotier. La bourre fournit des cordes nécessaires
a la construction d’embarcations souples et résistantes. Les fruits immatures
(eau) et matures (albumen) font partie des vivres. Le mouvement est progressif
et ne s'est jamais interrompu. Les deux formes du fruit, Niu Vai et Niu Kafa,
coexistent et sont probablement sélectionnées pour leurs qualités propres.
Cette sélection se fait a partir d’'un méme stock initial polymorphe, dont le
fond génétique est similaire a celui de I’Asie du Sud-Est et de la Papouasie.

O Les populations du groupe pacifique possédent les mémes marqueurs, et les
différences entre les sous-régions portent surtout sur des différences de fré-
quences.

A partir de 600 avant notre eére, des migrations malayo-polynésiennes se sont
produites d’Asie du Sud-Est vers Madagascar. Les immigrants importent le
cocotier avec leurs coutumes et leur langue, y compris le nom de la plante
(voanio). De 13, le cocotier atteint I’Afrique de I'Est et les Comores.

Depuis 800 ou un peu avant, les Arabes commercent entre I'Inde et I"’Afrique
de I"Est (Isn BATTUTA, 1351). Ils transportent des cocotiers typiques de ces
régions. Des populations a structure génétique intermédiaire se constituent en
Afrique de I'Est par hybridation entre les cocotiers importés et locaux.

O Le groupe intermédiaire de |'océan Indien cumule dans son génome les
marqueurs qui caractérisent les groupes indo-atlantique et pacifique. Sa répar-
tition en deux zones géographiques distinctes et les informations historiques
permettent de considérer ce groupe intermédiaire comme le résultat d'une
fusion entre des populations issues de ces deux groupes.

A une période indéterminée, des flux en provenance de I'Inde se sont établis
vers |’Asie du Sud-Est (peut-étre par I'intermédiaire des voyageurs arabes). Les
populations des Andaman, iles indiennes a I'ouest de Sumatra, ont de ce fait
une structure génétique proche de celle de I’Afrique de I'Est. Plus loin vers
Iest, de Iindonésie aux Philippines, des échanges trés limités ont pu se pro-
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duire. Un échange en sens inverse serait a I'origine du Grand Kappadam, qui
se distingue des populations de la méme région par ses fruits volumineux et
ronds.

O Trois marqueurs caractéristiques des populations indo-atlantiques sont
observés a faible fréquence en Asie du Sud-Est, mais absents plus a lest. lls
temoignent d’un faible apport génétique d’origine indienne.

O Le Grand Kappadam présente un marqueur cytoplasmique exotique et, pour
les marqueurs nucléaires, quelques traces d'introgression en provenance de
I'est, sur un fond génétique typiquement indo-atlantique. La réunion de ces
particularités pourrait s’expliquer de la fagon suivante : ce cultivar serait issu
d’une introduction originaire d’Asie du Sud-Est, suivie par une sélection des
arbres meéres présentant des fruits ronds pendant plusieurs générations succes-
sives. La pollinisation libre, assurée majoritairement par des populations
locales, lui’ aurait conféré a la longue un génotype nucléaire proche de celui
du groupe indo-atlantique.

Vers 1498, a la suite de Vasco de Gama, les Portugais contournent I'Afrique et
atteignent I'Inde par voie marine, Le cocotier est du voyage de retour et s'ins-
talle en Afrique de I'Ouest.

Entre 1525 et 1550, directement ou peut-étre a partir d’Afrique de 1'Ouest
(Cap-Vert), il atteint la Caraibe et la cote atlantique de I’Amérique. Des argu-
ments historiques forts et la ressemblance morphologique entre les cocotiers
du Brésil, de la zone caraibe (non inclus dans cette étude) et de I’Afrique per-
mettent de considérer qu’ils appartiennent au méme groupe.

O La similitude des profils RFLP des cultivars ouest-africains et indiens apparait
comme une confirmation des résultats obtenus par d’autres méthodes.

A I'époque précolombienne, le cocotier est déja présent sur la cote pacifique
du Panama, comme le relate Oviedo en 1535 dans La historia general y
natural de las Indias, Islas y Tierra Firme del Mar Océano (cité par Zizumso et
Quero, 1997), mais absent du Mexique. Les populations actuelles pourraient
provenir de ces cocotiers. La distance entre la cote latino-américaine et les iles
du Pacifique, ainsi que le caractere typiquement Niu Vai du matériel local
semble exclure un transport par flottaison. En revanche, le transport humain
semble possible, soit par les Polynésiens, soit par des populations d’Asie du
Sud-Est, dont des traces archéologiques auraient été trouvées jusqu’en Equa-
teur (LANGDON, 1995),

Au xvi® siecle, des importations en provenance du Panama, des Philippines et
des iles Salomon sont signalées au Mexique.

O Les particularités des cocotiers du Panama sont mises en évidence par les
RFLP. Leur origine se trouve de toute évidence dans le groupe pacifique, sans
qu’on puisse pour I'instant trancher entre les routes polynésienne et du Sud-Est
asiatique. Leur grande homogénéité et leur homozygotie témoignent d’'un effet
fondateur.
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O Au sein de I'origine Panama, la population Aguadulce posséde, a une faible
fréquence, des alleles spécifiques du groupe indo-atlantique, ce qui est la
signature trés probable d'une introgression de génes venant de populations de
la cote atlantique.

A une date difficile a préciser, mais aprés la séparation des stocks pacifique et
indo-atlantique, les Nains apparaissent entre le Sud-Est asiatique et la
Papouasie, vraisemblablement aux Philippines, eu égard au nombre et a la
diversité des Nains qu’on y trouve. La différenciation ultérieure s’opére sur une
base régionale au cours de la diffusion de ce matériel, probablement par inter-
croisement avec des Grands locaux.

O Des indices sérieux, liés au nombre d'alleles qu’ils ont fixé, sont apportés
par les RFLP en faveur d’une origine unique des Nains, exception faite du Niu
Leka. Les cultivars Grands dont la composition allélique est la plus compatible
avec celle des Nains se situent dans une zone allant de I'Asie du Sud-Est a la
Papouasie.

A une date indéterminée, le Niu Leka, cocotier Nain allogame, apparait dans
la région des Fidji, des Samoa et de Tonga.

O La ressemblance entre le profil RFLP du Niu Leka et celui des Grands Tonga
et Rotuma, originaires de la méme région, donne des arguments en faveur
d’une origine locale — et donc indépendante de celle des autres Nains —
pour ce cultivar.

Une approche de la relation
entre distance génétique et hétérosis

On observe chez de nombreuses plantes que les croisements réalisés entre des
poputations génétiquement éloignées sont supérieurs a ceux qui proviennent
d’une base génétique étroite. Cette « hétérosis interpopulation » est largement
exploitée dans les schémas de sélection récurrente réciproque. Il convient de
vérifier si un tel phénomene s’observe chez le cocotier. Le tableau 1 présente
les résultats de tests d’hybrides Grand x Grand en fonction de I'origine des
parents. Les populations de I'océan Indien intermédiaires entre pacifiques et
indo-atlantiques sont représentées par le Grand Mozambique.

Dans cinq essais comparant des hybrides Grand x Grand, tous les hybrides
sont supérieurs au témoin Grand Ouest Africain. Parmi eux, les croisements
entre cultivars du méme groupe ont les rendements les plus bas, tandis que les
croisements entre les cultivars indo-atlantiques et ceux du groupe pacifique
ont généralement la meilleure production. Le groupe de I'océan Indien est
représenté par le Grand du Mozambique. Ses croisements avec des cultivars
des deux groupes précédents ont des performances intermédiaires entre celles
des croisements intragroupes et celles des croisements intergroupes.
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Annexe

Matériel végétal

Les échantillons foliaires prélevés sur 289 arbres représentent 26 cultivars Grands et
16 cultivars Nains provenant des collections de Cate d’lvaire (station Marc Delorme),
du Vanuatu (station de Saraoutu) et de Jamaique. Ils recouvrent la plupart des zones de
culture du cocotier, a I'exception, pour les écotypes Grands, de la zone caraibe et de
la fagade est de I’Amérique. La liste des cultivars, avec leur origine géographique, est
donnée dans le tableau 2.

Analyses par RFLP

Les extraits d’ADN total sont réalisés a partir de folioles lyophilisées, prélevées sur la
feuille n° 1 (plus jeune feuille chlorophyllienne). La méthode utilisée est celle au CTAB
(cétyl-triméthyl amonium bromide), adaptée sur le mais par HoisSINGTON (1992). Les
restrictions sont effectuées par quatre enzymes : EcoR1, EcoRV, Bgl2 et Sst1. L'ADN
restreint migre dans un gel d’agarose 4 0,8 % en tampon TAE (tris-acétate EDTA), puis
est transféré sur une membrane de Nylon. Les sondes utilisées pour I’hybridation molé-
culaire suivant le protocole de HoisingToN (1992) sont marquées au 32P. Les résultats
sont lus a partir d’autoradiogrammes.

Origine des sondes

Cette étude a été réalisée grace a 20 sondes d’ADNc et une sonde mitochondriale
(Cox 1). Parmi les sondes nucléaires se trouve un ADNc de cocotier, les autres étant des
sondes hétérologues de riz, de palmier a huile et de mais, dont I'origine est citée dans
LeBrUN et al. (1998b).

Analyse des données

Chaque bande est codée comme un marqueur dominant : 10 pour sa présence et 01
pour son absence. La matrice binaire bandes x individus ainsi obtenue nous a permis
de réaliser des analyses factorielles des correspondances (Benzecri, 1973) a l'aide du
logiciel Addad (AbpAD, 1983). Les représentations graphiques de ces analyses multiva-
riées nous ont permis de décrire la structuration génétique du matériel.
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Tableau 2. Effectif et répartition géographique des cultivars prélevés.

Origine Grands Code Effectif* Mains Code Effectif*
Afrique de I"Ouest 4 cultivars 2 cultivars
* Cote d’lvoire Grand Ouest Africain GOA 5
Grand Ouest Africain Mensah GOA04 10
* Bénin Grand Ouest Africain Ouidah GOA06 10
¢ Cameroun Grand Cameroun Kribi GCA 5 Nain Rouge Cameroun NRC 5
* Ghana Nain Jaune Ghana NJG 7
Afrique de I"Est 2 cultivars
* Comores Grand des Comores Moheli GCO 5
* Mozambique Grand du Mozambique GMZ 5
Asie du Sud 4 cultivars 1 cultivar
* Inde Grand Laccadives Micro GNDO07 5
Grand Kappadam GNDO5 5
Grand Andaman Ordinaire GNDO2 4
 Sri Lanka Grand Sri Lanka GSL 5 Main Vert Sri Lanka NVS 5
Asie du Sud-Est 8 cultivars 7 cultivars
¢ Thailande Grand de Thailande GTH 5
* Philippines Grand Baybay GPHO4 5 Nain Vert Catigan NVP02 5
Grand Tagnanan GTN 5 Nain Vert Pilipog NVPO5 5
Nain Vert Tacunan NVP0O3 5
* Cambodge Grand du Cambodge GCB 10
¢ Indonésie Grand Tenga GDO02 5 Nain Brun Ternate NBO 5
Grand Palu GDOO03 5
Grand Takome GDO04 5
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Tableau 2. Suite.

Origine Grands Code Effectif* Nains Code Effectif*
* Malaisie Grand de Malaisie CML 11 Nain Jaune Malais NJM 15
Nain Vert Malais NVM 5
Nain Rouge Malais NRM 54 5**

Pacifique sud 9 cultivars 5 cultivars
* Papouasie- Grand Karkar GNGO1 5 Nain Brun Madang NBN 5
Nouvelle-Guinée Grand Markham Valley GNGO03 5

Grand Gazelle GNGO04 54 5%
* lles Salomon Grand Rennell GRL 7 + 5**

Grand Salomon GSL 6
* Polynésie francaise  Grand de Polynésie Rangiroa  GPYO!1 5 Nain Rouge Polynesie NRY 5
* Fidji Grand Rotuma GRT 5 Nain Niu Leka NNL 7
* Tonga Grand Tonga GTG 5 "
* Vanuatu Grand du Vanuatu GVT 5 Nain Rouge du Vanuatu ~ NRV S**
* Kiribati Nain Vert Kiribati NVK G
Amérique latine 3 cultivars 1 cultivar
* Panama Grand Panama GPA 10***

Grand Panama (Aguadulce) ~ GPAO1 6

Grand Panama (Monagre) GPAO2 6
* Brésil Nain Vert Brésil NVB 5

* Tous les échantillons proviennent de Cote d'Ivoire, sauf mention contraire : ** prélevé au Vanuatu ; *** prélevé en Jamaique.
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L’"hévéa

Marc Seguin, Albert Flori,
Hyacinthe Legnaté, André Clément-Demange

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.

Axe 1

Axe 1
ACP morphoagronomique ACP isoenzymes
r=0,82 r=0,67
2 Axe 1
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4
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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
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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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Le manioc

Gérard Second, Jean-Pierre Raffaillac,
Carlos Colombo

I_e manioc est cultivé pour ses racines qui tubérisent, souvent appelées tuber-
cules. Il entre dans le régime alimentaire d’une partie des pays les plus pauvres
de la zone tropicale, particulierement en Afrique, qui assure plus de la moitié
de la production mondiale (figure 1). Les jeunes feuilles prélevées en cours de
végétation sont également consommées : elles constituent un complément pro-
téique, vitaminique et minéral appréciable pour les populations d’Afrique cen-
trale et du nord-est brésilien dont I'alimentation est a base de racines de
manioc. Les feuilles sont parfois employées comme fourrage.

Le manioc est cultivé le plus souvent dans des systemes traditionnels, qui font
rarement appel aux techniques culturales améliorées. C'est dans les pays asia-
tiques, qui utilisent le manioc comme culture de rente pour I'exportation et
I'industrie, que les innovations techniques, dont I'emploi de variétés amélio-
rées, sont adoptées le plus facilement par les agriculteurs. Le cas le plus
typique est celui de la Thailande, qui en deux décennies s’est placée parmi les
principaux producteurs mondiaux aux cotés du Brésil, du Nigeria, du Zaire et
de l'Indonésie.

Le matériel de plantation employé est une bouture de tige d’environ 20 centi-
métres, mais la domestication a sans aucun doute impliqué |'utilisation de
plantes issues de la reproduction sexuée selon des techniques qui sont encore
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Figure 1. Production de manioc, d’aprés les données de la FAO (en kilos par an et par habitant, moyenne sur 3 ans : 1995, 1996 et 1997). Les
fleches indiquent la diffusion du manioc a partir de son centre d’origine, le Brésil, et aussi probablement du Mexique (PURSEGLOVE, 1992).
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La botanique et la taxonomie
du genre Manihot

La morphologie

Les plants de manioc provenant de boutures développent simultanément une
ou plusieurs tiges principales a partir des bourgeons, alors que les plants issus
de graines ont une tige unique. L'appareil végétatif du manioc se caractérise
par deux types de ramification orthotrope (MeDARD et al., 1992). Les ramifica-
tions proleptiques, ou rameaux secondaires, sont issues du développement de
bourgeons latéraux apres la levée de la dominance apicale. Les ramifications
sylleptiques, ou rameaux de floraison, proviennent de la transformation du
méristéme végétatif en méristeme floral : 2 & 4 branches se développent simul-
tanément. L'aptitude a fleurir, qui détermine I'architecture de la plante a la fin
du cycle, est I'un des critéres d’identification des variétés. Dans la figure 5 (en
annexe), qui présente les principaux caractéres morphologiques d’identifica-
tion des variétés, le port final de la tige est illustré par quelques exemples tirés
des travaux de Cours (1951).

Les feuilles de manioc sont fortement hétéroblastiques : au cours de la vie de
la plante, le nombre de lobes, impair, augmente au début du cycle, puis
diminue pour aboutir a un lobe unique a la fin du cycle chez certaines
variétés. La morphologie de la feuille est I'un des critéres d'identification des
variétés (tableau 1, en annexe). Cours (1951) souligne que seule la compa-
raison entre variétés plantées en un méme lieu et dans les mémes conditions
peut avoir une valeur.

Le systéme racinaire se compose de racines nodales et de racines basales, plus
nombreuses. Ces derniéres donnent les plus gros tubercules. Le poids des
tubercules d’'un méme plant est souvent hétérogéne, mais leur teneur en
matiére séche est identique. Toutes les racines sont susceptibles d’évoluer en
tubercules. Le pourcentage des racines qui tubérisent varie considérablement
selon les variétés et dépend largement des facteurs du milieu et des techniques
culturales. Un plant issu de graine émet une racine séminale pivot, qui tubé-
rise en premier, mais qui présente I'inconvénient de contenir une proportion
de fibres souvent trop forte pour étre facilement consommeée. Il produit ensuite
des racines secondaires, rattachées au pivot, qui évoluent en tubercules.

Sur le plan physiologique, le manioc est une plante en C,, qui possede cepen-
dant quelques caractéristiques de plante en C, (EL-SHARKAWY et Cock, 1990).
La tubérisation des racines se déclenche au cours des premiéres semaines de
croissance. Le nombre de tubercules est fixé entre le 2¢ et le 4° mois du cycle,
sauf accident végétatif. Il ne dépend pas de la photopériode (KEATING et al.,
1985).
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Le port des espéces sauvages varie d’une forme herbacée en rosette jusqu’a un
port d’arbre de plus de 15 metres de hauteur, en passant par des formes buis-
sonnantes, de fausses lianes et d’arbustes.

La reproduction

Toutes les espéces du genre Manihot sont pérennes, monoiques et allogames.
Leur pollinisation est entomo-anémophile. La floraison peut étre trés précoce
et fréquente au cours de la croissance ou, a l'inverse, tardive et unique, voire
inexistante. Généralement les premiers axes floraux avortent. Les inflores-
cences sont des grappes de 20 a 60 fleurs unisexuées et monopérianthées. Les
fleurs femelles, situées a la base de l'inflorescence, s'épanouissent avant les
fleurs males, qui sont 10 a 20 fois plus nombreuses (Cours, 1951). Pour
chaque inflorescence, de un a six fruits, ou capsules, deviennent matures en
trois a cinq mois. s éclatent en période seche et libérent trois graines au tégu-
ment marbré, marron a gris, avec une caroncule.

La taxonomie et la répartition du genre Manihot

Le genre Manihot, distribué naturellement dans toute la zone tropicale du
Nouveau Monde, se rattache a la famille des euphorbiacées, qui est divisée en
cingq sous-familles. Il est placé dans celle des Crotonoidées avec |’hévéa
(WEBSTER, 1975).

Les limites du genre sont bien définies, mais les limites entre les especes sont
trés difficiles a établir. La derniére monographie (ROGErs et AppaN, 1973 ;
ROGERS et FLEMING, 1973) réduit le nombre d’espéces de 171 a 98 sur la base de
I’analyse multivariée de 44 caracteres végétatifs observés sur herbier, dans
laquelle les caractéristiques des feuilles sont importantes. La distribution des
especes est remarquablement indiquée. Dix-sept sections sont décrites, dont
I'une ne comprend que le manioc cultivé. Celui-ci est proche de deux sections :
la section d’Amérique centrale, Parvibracteatae, qui inclut I'espéce M. aesculi-
folia, considérée alors comme |’espéce la plus apparentée au manioc, et la
section d’Amérique du Sud, Heterophyllae, qui comprend la plupart des
taxons maintenant rassemblés dans I'espéce M. esculenta par ALLem (1994),
tels que le manioc, subsp. esculenta, et les formes sauvages, subsp. flabellifolia
et subsp. peruviana, considérées par cet auteur comme les ancétres directs du
manioc.

Des 77 espéces reconnues, présentes au Brésil et décrites par ROGERS et APPAN
(1973), seules 38 sont retenues comme non synonymes par A.C. Allem (comm.
pers.) ; elles sont classées dans 16 groupes d’affinité. En comparant ces deux
classifications, on constate de grandes différences en ce qui concerne les
regroupements par affinité, ce qui suggere d’énormes difficultés pour définir
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Les ressources génétiques

L’ensemble du genre Manihot peut étre considéré comme recelant des res-
sources génétiques utilisables pour I"amélioration du manioc par voie sexuée.
En effet, aucune barriére forte a I’hybridation n’est connue. De plus, des hybri-
dations interspécifiques ont été fréquemment obtenues ou observées dans la
nature. La plus grande partie des collections ex situ est néanmoins constituée
de cultivars conservés généralement dans des collections maintenues au
champ et reconduites chaque année végétativement. Une partie de ces collec-
tions de cultivars est en outre maintenue in vitro. L'utilisation des graines pour
la conservation et les échanges concerne principalement des hybrides et des
espeéces sauvages récemment récoltées.

On estime a prés de 25 000 le nombre d’accessions, toutes espéces confon-
dues, conservées en collection dans le monde. Mais ce nombre est probable-
ment surestimé en raison de la perte récente de plusieurs collections et de la
duplication de certaines autres. Actuellement, les deux principales collections
sont celles du Brésil et du CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical),
en Colombie. Un ensemble de réseaux, formels et informels, travaille a la
conservation et a I'utilisation des ressources génétiques du manioc, par conti-
nent ou a I"échelle mondiale (SeconD et al., 1998b). Une trés faible proportion
de ce matériel génétique a été utilisée en croisement pour |’amélioration
variétale.

Dans une bibliographie de travaux antérieurs a 1973 (Cas, 1974), on reléve
I'existence de collections anciennes au Congo belge (INEAC, Institut national
pour |’étude agronomique du Congo belge), en Afrique de I’'Ouest et en
Afrique centrale (IRAT, Institut de recherches agronomiques tropicales et des
cultures vivriéres), 3 Madagascar (IRAM, Institut de recherches agronomiques a
Madagascar), au Kenya (EAAFRO, East African Agricultural and Forestry
Research Organization), en Tanzanie, en Indonésie, en Inde (CTCRI, Central
Tuber Crops Research Institute), en Malaisie (MARDI, Malaysian Agricultural
Research and Development Institute), au Costa Rica (IICA, Instituto Interameri-
cano de Ciencias Agricolas), au Venezuela, au Mexique, au Brésil, en
Colombie, en Argentine... Les échanges se faisaient parfois sans contréle sani-
taire rigoureux. Chaque station de recherche employait des techniques de ges-
tion de la collection différentes — mode de plantation, qualité des boutures,
durée du cycle, fertilisation, densité de plantation... — et utilisait sa propre
classification des variétés.

Depuis le début des années 80, I'lITA (International Institute of Tropical Agri-
culture), au Nigeria, tente de superviser les activités de plusieurs pays en
Afrique et collabore, a ce titre, avec le CIAT. C'est ainsi qu’une grande partie
de la collection de manioc du CIAT a été transférée au Nigeria. De son coté, la
Thailande a fait de méme pour disposer de la forte diversité des clones de la
collection du CIAT.
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En ce qui concerne I'intérét des ressources génétiques sauvages pour I"améliora-
tion du manioc, on peut citer : les sources de résistance aux maladies et aux
parasites — |'espece M. glaziovii en est un bon exemple car elle a été largement
utilisée pour la recherche de résistance a la bactériose et a la mosaique virale
africaine (HAHN, 1984) — et aux stress tels que les basses températures ; une
architecture des cultivars dans un milieu donné et une morphologie des feuilles
adaptées aux contraintes culturales comme la concurrence avec les adventices
et la culture associée ; les teneurs en amidon et ses propriétés physico-
chimiques, qui sont d'une grande importance pour son utilisation mais n’ont
été que peu étudiées chez les espéces sauvages.

Dans ce chapitre, nous tenterons de montrer comment I'utilisation des mar-
queurs moléculaires complete les études effectuées antérieurement sur une
base morphologique et physiologique. Elle permet, entre autres, de préciser
I"origine génétique du manioc : parent sauvage le plus direct, autres espéces
proches parentes et autres espéces ayant participé a la constitution génétique
du manioc par introgression. Elle offre les moyens de comprendre le processus
de domestication et de gestion de la diversité génétique telle qu’on peut
I'observer en milieu traditionnel. Enfin, elle permet de saisir I'ampleur et la
structure de la diversité génétique des cultivars et de I'ensemble du genre
Manihot, dont le centre principal de diversité, au Brésil, sera particulierement
étudié.

L'organisation de la diversité

La variabilité agromorphologique

Les agriculteurs traditionnels, et en particulier les Amérindiens, distinguent un
trés grand nombre de cultivars (EMPERAIRE et al., 1998). Ils utilisent plusieurs
critéres de classification des clones : le godt, lié a la concentration en gluco-
sides cyanogéniques dans le cortex des racines, pour laquelle il existe un
continuum de variation allant de concentrations trés basses a des concentra-
tions extrémement toxiques (McKEey et BECKERMAN, 1996) ; la précocité — les
variétés dites a cycle court sont récoltées entre 6 et 8 mois alors que d'autres
nécessitent un cycle supérieur a 18 mois — ; I'aspect de la plante — le port de
la partie aérienne, la coloration des feuilles, des tiges et des racines, leur
forme...

On dispose pour le manioc d’un grand nombre de marqueurs morphologiques
et chimiques, dont la description la plus remarquable, et qui a inspiré les tra-
vaux postérieurs, est celle de Cours (1951). Cet auteur propose un classement
des variétés présentes a Madagascar en huit sections botaniques. Les carac-
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Figure 2. Analyse en coordonnées principales de la matrice de similarité (Jaccard) fondée sur
la présence ou I'absence de 88 fragments RAPD polymorphes dans les comparaisons de géno-
types deux a deux : plan ou volume définis par les 2 ou 3 premiers axes. a : distribution dc
126 génotypes représentant une collection mondiale et un champ unique amazonien (les
pointillés indiquent la séparation d’un groupe amazonien du reste de la collection). b : ana-
lyse du groupe non amazonien seul (le cercle pointillé indique un groupe remarquable).
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e : manioc, les mémes génotypes que dans la figure 2, F : les formes sauvages de M. esculenta, P :
M. pruinosa, G : M. carthaginensis au sens large (M. carthaginensis, M. glaziovii, M. epruinosa), C :
M. compositifolia, * : toutes les autres espéces, T : arbre manioc du nord-est et du centre du Brésil.
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e, F, P comme dans la figure 4a, A : M. hassleriana, B : M. brachyloba, D : M. pseudo-pruinosa, E :
M. tenerrima, G : M. gracilis, H : M. hilariana, | : M. pilosa, ] : M. sp. nov., L : M. longepetiolata, N :
M. nana, R : M. noguerae, O : M. procumbens, S : M. stipularis, T : M. triphylla, U : M. fruticulosa
(les fleches indiquent les deux sous-espéces distinguées), V : M. paviaefolia,

Figure 4. Diversité du genre Manihot : analyses en coordonnées principales fondées sur les
similarités (simple maching) des génotypes deux a deux dans I'analyse de 93 fragments AFLP
polymorphes. a : distribution des 364 plantes représentatives du genre. b : distribution des
génotypes de M. esculenta (formes sauvages et cultivées), de M. pruinosa et des espéces brési-
liennes morphologiquement les plus apparentées qui se trouvaient sur un méme gel AFLP :
données de la figure 4a réduites a ce gel unique.
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accord avec |"analyse morphologique qui reconnait une sous-espece caiaponia
(A.C. Allem, comm. pers.). La forme M. fruticulosa au sens strict apparait
comme la plus proche de M. esculenta. M. fruticulosa étant une espece her-
bacée, on peut donc suggérer de I'utiliser en amélioration variétale pour modi-
fier I'architecture du manioc.

La structure illustrée par la figure 4a est fiable malgré la dispersion des échan-
tillons sur six gels et la difficulté de transcrire les gels en termes de présence ou
d’absence de bandes spécifiques qui leur sont associées. L'analyse par AFLP
d’un sous-échantillon des ADN utilisés dans la figure 4a, pour trois combinai-
sons d’amorces, tous placés sur le méme gel pour chaque amorce vient en
effet confirmer cette structuration. On retrouve bien les trois groupes suggérés
par la figure 4a : M. esculenta, avec ses formes sauvages subsp. flabellifolia et
peruviana, et M. pruinosa ; M. carthaginensis au sens large ; un groupe
incluant toutes les autres espéces d’Amérique du Sud représentées, parmi les-
quelles seule M. compositifolia apparait comme intermédiaire entre ce groupe
et M. carthaginensis. On note aussi que les regroupements selon la similarité
moléculaire ne recoupent pas toujours la classification taxonomique, ce qui
illustre une fois encore la difficulté de la classification de ce genre.

M. carthaginensis (incluant M. glaziovii) apparait dans cette étude comme
I'espece d’Amérique du Sud la plus divergente du manioc. Le fait qu’elle a
indiscutablement contribué a la domestication du manioc indique que toutes
les espéces de Manihot peuvent étre a priori considérées comme des res-
sources génétiques directes pour le manioc — pool primaire ou secondaire
selon la terminologie de Harlan.

Les relations entre la diversité
morphologique et moléculaire

Les relations entre la diversité morphologique et moléculaire n‘ont pas fait
I'objet d’expérimentations rigoureuses a une échelle significative. Nous avons
insisté sur la plasticité agromorphologique du manioc, qui complique cette
comparaison. La plasticité des espéces sauvages est également considérable. ||
est néanmoins possible, sur la base de ce qui a été rapporté précédemment, de
faire les paralleles suivants entre les observations réalisées pour ces deux
niveaux de diversité.

Pour 31 des accessions étudiées, toutes brésiliennes, une description a été
effectuée a partir de neuf caractéres : couleur de trois tissus racinaires et rugo-
sité de la racine, coulcur du bourgeon apical, de la tige jeune, du pétiole, lar-
geur et sinuosité du lobe central, soit au total 27 états de caractéres. Cette des-
cription a permis une comparaison avec la diversité observée avec les RAPD
(74 bandes polymorphes). Les AFTD effectuées indépendamment pour les des-
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sion de ce genre difficile. D’ores et déja, il semble confirmé que les entités
considérées comme des espéces selon la botanique classique ont générale-
ment conservé la possibilité d’hybridations fécondes. Dans ces conditions, il
est probablement inapproprié de représenter les relations entre ces espéces par
un arbre phylogénétique. Un « réseau » de relations donnerait une image plus
adéquate de la réalité. 1l serait illusoire de vouloir mettre en évidence ce
réseau de maniere exhaustive, mais il pourrait étre illustré au mieux par I'ana-
lyse multivariée sur plusieurs axes de variation. Si I'on admet la réalité de cette
situation, on comprend qu’un modéle de conservation dynamique du genre
soit particulierement approprié.

L’application a la gestion
des ressources génétiques

Les caractéristiques biologiques du genre Manihot, mais aussi des considéra-
tions sur la complémentarité avec les approches de conservation in situ et ex
situ, ont conduit a proposer un schéma de conservation dynamique pour les
especes sauvages du genre (SECOND et al., 1998a ; 1998b). Des populations
artificielles peuvent étre rassemblées dans les biotopes d’origine en regroupant
des individus qui appartiennent a une méme espéce envisagée au sens strict.
Au contraire, dans des biotopes ou des continents nouveaux pour ces espéces,
le regroupement peut s'effectuer par espéce au sens large. On aboutit ainsi a
un nombre gérable d’espéces qui, par le brassage de la diversité génétique, ont
plus de chance de s’adapter aux conditions nouvelles. Un échange périodique
de graines entre les populations de la méme espéce — en excluant les popula-
tions de la zone d’origine qui ne doivent pas étre génétiquement « polluées »
— assurerait alors le maintien d'une diversité génétique élevée a moindre
codt. Cette diversité est directement soumise a la sélection naturelle et dispo-
nible pour son intégration dans des schémas de sélection variétale. Ce dispo-
sitif de conservation dynamique viendrait en complément de la conservation
in situ, quand elle est applicable, et de la conservation ex situ par graines, qui
reste a optimiser.

Quant au manioc cultivé, son statut de plante reproduite généralement par
voie végétative a conduit a favoriser un schéma de conservation par clones in
vitro, qui a au moins deux inconvénients majeurs : son colt élevé et les
risques associés de transmission de parasites, en particulier viraux, lors des
échanges de matériel génétique.

La confirmation qu'il existe bien une gestion dynamique de la diversité en
milieu traditionnel — qui représente probablement le processus de domestica-
tion du manioc — conduit au contraire a revaloriser la conservation de la
diversité du manioc par graine : les génotypes sont modifiés mais la diversité
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est conservée. Pour une conservation dynamique au champ des maniocs culti-
vés (SECOND et al, 1998b), il faut noter une particularité liée a la consommation
des racines. Contrairement a la situation des céréales, pour lesquelles le cycle
récolte-semis représente dans les conditions du champ une pression de sélec-
tion en faveur d’une variété cultivée productive, chez une plante cultivée pour
ses racines, un tel schéma suppose qu’une pression de sélection soit imposée
directement par le cultivateur. Ici réside probablement I'explication du modele
de champ traditionnel de manioc ou, souvent, les clones d'une méme variété
sont cultivés en groupes dans le champ, ce qui permet de les évaluer jusqu’au
stade de la consommation. Il s’agit donc, pour perpétuer ce systeme de
maniere efficace et justifiable, de maintenir I’association entre conservation et
amélioration. Une grande diversité organisée, dans un méme champ, en
groupes de clones permet d'évaluer les clones dans le cadre d'une agriculture
familiale. Il est alors possible, en fonction des connaissances scientifiques
acquises, d'assister ce processus a la ferme en le rendant plus efficace : pro-
duction d’hybrides, rétrocroisements et transformation génétique, notamment.
Les biotechnologies, telles que les microplaques ou les puces a ADN,
devraient permettre, dans un tel schéma, de suivre relativement simplement
I’évolution de la fréquence de certains locus dans des ADN extraits a partir de
mélanges d’individus de la population. Il serait donc possible d’associer la
conservation et I'amélioration de la diversité génétique a la ferme avec les
avantages qui devraient résulter des technologies de manipulations génétiques.

Conclusion

L’application des marqueurs moléculaires a I’analyse de I’amplitude et de
I'organisation de la diversité génétique du manioc et du genre Manihot aboutit
a un ensemble de résultats, qui sont généralement en accord avec les données
morphologiques, a une exception notable prés, mais qui permettent de pro-
gresser plus rapidement dans la connaissance de ce genre.

L’analyse moléculaire confirme sans ambiguité I’apparentement entre le
manioc cultivé et ses formes présumées ancestrales. Elle conclut aussi a la
proximité entre M. pruinosa et M. esculenta. M. pruinosa serait aussi une
forme sauvage de M. esculenta, adaptée au cerrado, c’est-a-dire a la savane
brésilienne.

Cette analyse met en évidence la singularité de 'espece M. carthaginensis au
sens large, dont la validité du regroupement avec M. glaziovii est vérifiée. Elle
suggere l'introgression de M. glaziovii dans certaines variétés cultivées, alors
que cette espéce est, parmi les espéces brésiliennes, la plus divergente de
M. esculenta. M. glaziovii est donc, depuis sa diffusion dans I’Ancien Monde a
la fin du xix® siecle, un exemple de conservation dynamique de la diversité
génétique associée a une création variétale a la ferme (Seconp, 1998).
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Annexe

Matériel végétal

Les analyses ont porté sur 130 variétés de manioc issues des collections du Brésil et du
CIAT et sur 278 plantes représentant toutes les espéces sud-américaines et quatre
espéces centraméricaines du genre Manihot. Une collection vivante de I'ensemble des
especes brésiliennes, telles qu’elles sont considérées par A.C. Allem au CENARGEN
(Centro Nacional de Pesquisa de Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brésil ; tableau 1
dans Seconp et al., 1997), a été constituée a partir de boutures, de transplants ou de
graines collectées directement dans les populations naturelles. Cette collection d’especes
sauvages a été complétée par des échantillons d’herbier de la collection du CENARGEN.
La plus grande partie des formes distinguées d'un point de vue morphologique et pour
lesquelles il existe actuellement des populations connues a été ainsi représentée. Six
hybrides présumés ont été inclus ainsi que leurs parents présumés prélevés dans les
mémes populations. Un tiers des échantillons environ provient d’herbiers, le reste, a
quelques exceptions prés, est issu de collectes directes dans la nature ou de plantes
obtenues a partir de graines collectées dans la nature. Sept plantes, dont les quatre repré-
sentants des espéces d’Amérique centrale, proviennent des collections in vitro du CIAT,
en Colombie, et du laboratoire de I'université de Washington, aux Etats-Unis. Pour
I'analyse, des échantillons de jeunes feuilles saines ont été séchés a I'éluve ventilée a
50 °C pendant 20 heures, puis conservées au sec en présence de gel de silice.

Extraction de ’ADN

Un protocole modifié de la technique au CTAB (cétyl-triméthyl amonium bromide) a
été utilisé (DeLLAPORTA et al., 1983 ; CoLomBo, 1997).

Analyses par RAPD

Pour les analyses par RAPD, 208 amorces décameéres ont été testées et 22 ont été rete-
nues pour la qualité des profils de bandes obtenus (CoLomso, 1997, pour les détails sur
les amorces et I'amplification par PCR).

Analyses par AFLP

Toutes les analyses par AFLP ont été confiées au laboratoire commercial de Linkage
Genetics a Salt Lake City, Etats-Unis (actuellement, PE AgGen Inc.). Celui-ci emploie la
technique AFLP telle que publiée et le programme Keygene pour une lecture des gels
assistée par ordinateur. Pour la partie arbitraire des amorces, les combinaisons
AGA/CAG et, éventuellement, AGT/CTC et AGA/CAA, lorsque deux ou trois combinai-
sons étaient employées parmi les douze combinaisons testées, ont été utilisées.

Analyses statistiques

Les matrices de présence ou d’absence des bandes sont utilisées pour calculer les coef-
ficients de similarité (coefficients de Jaccard ou simple matching) dans les comparai-
sons de génotypes deux a deux ou pour réaliser une AFC. Les matrices sont comparées
a l"aide du test de Mantel. Les matrices de similarités sont utilisées pour construire des
dendrogrammes (UPGMA) ou pour effectuer des analyses en coordonnées principales
(ACoP, AFTD). Pour construire un dendrogramme UPGMA a partir de la valeur des
coordonnées sur les premiers axes, une distance euclidienne est utilisée.

Pour tous les calculs ci-dessus, le programme Ntsys d’Exeter Software (RoHLF, 1998) est
utilisé. L’analyse de variance moléculaire est calculée avec le programme Amova
(Excorrier et al., 1992). Pour les graphiques on utilise Ntsys et Statistica (Statsoft).
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Tableau 1. Caractéres de la végétation, de I'inflorescence et des racines de manioc permettant
de différencier les variétés, d’aprés Cours (1951). Les critéres signalés en italique proviennent
de sources bibliographiques plus récentes. Les fleches renvoient aux illustrations de la figure 5.

Organes

Bois (tiges)

-

couleur dominante des feuilles non

entierement développées sur la pousse terminale

(équilibre entre les pigmentations
chlorophyllienne et anthocyanique)

temps d'imprégnation (durée de la coloration
exprimée en nombre de feuilles colorées)

couleur de la partie jeune de la tige
non aoltée

couleur de la tige (partie ancienne)
a1 et éventuellement a 2 ans

port de la tige a la fin du cycle en relation
avec la ramification liée a la floraison
du méristéme végétatif terminal

ramifications latérales (développement
de bourgeons latéraux par levée
de dominance apicale)

nombre moyen de branches
développées a chaque floraison

angle d’écartement entre les branches
développées par floraison

hauteur totale de la tige principale

temps mis par la premiére inflorescence
pour apparaitre

type

1 - vert

2 - vert foncé avec reflets
3 -violet clair

4 - violet foncé

de 0 a 12 (généralement 5 ou 6)

1 - vert

2 - vert jaunatre

3 - vert et début de pétiole rouge

4 - vert et début de pétiole rouge
avec cotes rouges

5 - vert et rouge a surface égale

6 - quelques traces de vert

7 - entiérement rouge clair

8 - rouge foncé a violet-brun

1 - gris cendré a vert foncé
2 - vert olive

3 - acajou

4 - brun foncé

1 - rampant (plus de 6 floraisons)
2 - étalé (4 a 6 floraisons) = Al

3 - dressé (2 ou 3 floraisons) = A2
4 - érigé (1 floraison tardive) = A3
5 - cylindrique (pas de floraison)

1 - absence
2 - présence avec :
2a) port érigé (paralléle a la tige)
2b) port retombant
(écarté de la tige puis redressé)

1 - 2 branches
2 - 3 branches
3 - 4 branches
4 - plus de 4 branches

1 - aucun

2-de15°a 30°
3-de 45°a 60°
4 -de 75°a 90°

encm

en jour aprés plantation
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Tableau 1. Suite.

Organes type
* hauteur de la premiére ramification si floraison encm
* nombre de tiges par plant obtenu par bouturage nombre
(en notant le mode de plantation)
Nceuds et entre-nceuds sur la tige
* couleur de |'ceil (bourgeon) a I'état latent 1-vert

* émergence de I'ceil (bourgeon) a I'état latent

* coussinet (renflement qui porte la cicatrice
foliaire a I'endroit oli était inséré le pétiole)
avec stipules dentées de part et d'autre

+ dimension du bourrelet stipulaire
(gonflement des stipules et du coussinet)

* alignement des entre-nceuds (partie jeune)

e cannelures sur la partie jeune des tiges
et des cotes

* vigueur des tiges (mesurée par le diamétre
de base entre deux nceuds)

2 - base colorée et écailles vertes
3 - entiérement coloré

1 - encaissée = B1
2 - saillante = B2

1 - dents éphéméres = B3 - B4
2 - dents persistantes = B3 - B4

encm ™ B3 - B4

1 - ligne brisée (en zig-zag)
2 - ligne droite

1 - cdtes éphémeéres
2 - cotes caduques
3 - cotes persistantes

encm

Feuille
e forme générale

e dimension du pétiole

* angle d'attache du pétiole sur la tige

e zone d'apparition de la déviation du pétiole

1 - palmipartite (forme normale)
2 - palmiséquée (les lobes sont
totalement séparés)

1 - type sessile (absence ou
inférieur 3 1 cm)

2 - type intermédiaire (associé a la forme
palmiséquée)

3 - type long et cylindrique

1 - inférieur a 20°
2-de 20°a55°
3-de55°a70°

4 - de 70° 2 90°
5-de 90°a120°

6 - supérieur a 120°

1 - submédiane
2 - médiane
3 - subterminale
4 - terminale
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Organes

type

» coloration du pétiole

e longueur et diametre du pétiole

= pubescence de I'ombilic foliaire, partie
a I'extrémité du pétiole ol convergent
principale des lobes la nervure

* pubescence des jeunes feuilles

» dimension de I'ombilic foliaire

» forme de I'ombilic foliaire

* nombre de lobes constituant le limbe,
calculé sur une moyenne au cours de 12 mois
de croissance de la plante

» forme des lobes (rapport L/l entre longueur
et largeur, mesurées sur le lobe médian)

» forme des lobes définie par la position
du point d'élargissement maximal le long
du lobe médian (pour les types 3 et 4)

¢ ornementation des lobes

1 - entierement verte
2 - entiérement vert-jaune ou verl clair
3 - crosse rouge a la base et le reste vert
4 - partie submédiane verte et tout
le reste rouge
5 - partie submédiane verte (représentant la
moitié de la longueur) et le reste coloré
6 - rouge sauf une partie
de la zone submédiane verte
7 - rouge vif, plus foncée sur la crosse
8 - rouge foncé ou rouge violacé

de5a60cmetde 135 mm

1 - cils répartis de maniére uniforme et dense
2 - cils regroupés et plus clairsemés

1 - absente
2 - légére

3 - modérée
4 - forte

1 - ombilic rétréci = C1
2 - ombilic étalé = C2

1 - concave = C3
2 - convexe = C4

1 - moins de 3
2-de3as,5
3-de5,5a7
4 -plusde 7

1 - trés étroite (L/l supérieur a 20) = C5

2 - a marges paralléles (/| de 6 a 20)

3 - normale (L/l de 4,5 4 6)

4 - large (/I de 3 3 4,5) = C6

5 - arrondie (/I inférieur a 3) avec deux
situations du point d'élargissement

1 - proximale (dans la 1™ moitié
basale du lobe) = (7

2 - médiane (au milieu du lobe)

3 - submédiane (entre milieu
et les trois quarts)

4 - terminale (au-dela du dernier
quart vers la pointe) = C8

1 - présence ou non d’échancrures médianes
2 - présence ou non d’éperons
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Tableau 1. Suite.

Organes

type

* ornementation des lobes (suite)

* couleur de la face supérieure du limbe

* couleur de la face inférieure du limbe

* coloration des nervures du limbe

* sinus lobaire (espace vide séparant deux lobes)

* sinus basilaire (angle formé entre les nervures
centrales des deux lobes extrémes ou inférieurs

pris de part et d'autre du pétiole)

* dimension du velum (surface de limbe
a la confluence des lobes extrémes
au niveau du sinus basilaire)

3 - limbe incurvé
4 - marges gondolées

1 - blanche sans chlorophylle (albinos
partiel ou total) ou avec panachures

2 - vert clair

3 - vert jaunitre

4 - vert foncé

5 - violacée

1 - verte

2 - vert blanchitre

3 - vert jauntre

4 - violette ou rouge

1 - toujours verte

2 - rouge sur la face inférieure
des jeunes feuilles

3 - rouge sur la face supérieure
des jeunes feuilles

4 - rouge sur la face supérieure
des feuilles adultes

5 - rouge sur la face inférieure
des feuilles adultes

6 - rouge sur les deux faces
des jeunes feuilles

7 - rouge sur la face supérieure
des feuilles jeunes ou agées

8 - rouge sur la face inférieure
des feuilles quel que soit I'dge

9 - sur les deux faces des feuilles
jeunes el subsistant sur la face
inférieure des feuilles adultes

10 - toujours sur les deux faces

d’autant plus fermé que le nombre
de lobes est élevé = C9

1 - fermé (angle inférieur a 180°) = C10
2 - ouvert (lobes extrémes
remontants, angle supérieur a 180°) = C11

1 - bande de 0,5 mm
2 - inférieure au diamétre
de I'extrémité du pétiole = C12
3 - supérieure au diamétre
de I'extrémité du pétiole
4 - plus large que la base du pétiole
5 - supérieure a 2 fois le diamétre
de la base du pétiole = C13
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Tableau 1. Suite.

Organes type

* port du velum

* ornementation du velum

1 - rectiligne = C14
2 - redressé

3 - retroussé

4 - plissé = C15

1 - aucune
2 - dentée
3 - stipulée = C16
4 - frangée = C17

Inflorescence = D1
= fructification de lI'inflorescence

* forme des sépales du calice de la fleur femelle

couleur des sépales de la fleur
- D2

torus, bourrelet a nectaires entre calice et pistil

forme des six ailes portées par l'ovaire
a trois carpelles (correspondant aux points
de suture des carpelles)

couleur du corps de l'ovaire

couleur du stigmate le jour
de I'ouverture de la fleur

présence de pollen dans la fleur male
avec calice et torus (non utilisés pour la
classification) et androcée a 10 étamines

couleur du fruit (ou capsule)
avec renflement du pédoncule

couleur des ailes le jour de I'ouverture de la fleur

1 - continue (les premiéres fleurs
sont fonctionnelles)

2 - tardive (avortement des premiéres
inflorescences, fructification
des plus tardives)

1- large
2 - moyenne
3 - étroite

1 - entierement verte

2 - verte et nervures colorées
3 - rouge et verte

4 - rouge a violette

1 - jaune ou jaunitre
2 - rougedtre
3 - brun-rouge

1 - rectiligne quel que soit le stade
d’évolution du fruit
2 - rectiligne puis sinueuse = D3
3 - sinueuse puis rectiligne
a la maturité = D4
4 - toujours sinueuse

1 - entierement verte
2 - rouge

1 - vert
2 - rouge

1 - absente (blanche ou légérement rose)

2 - rouge

1 -fleur méle stérile
2 - fleur méle fertile

1 - verte
2 - claire a rouge violet
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Tableau 1. Suite.

Organes

type

¢ couleur du fruit (ou capsule)
avec renflement du pédoncule (suite)

e dimension du fruit (longueur et diamétre)

e couleur du tégument de la graine = D5
* marbrures du tégument de la graine = D5

* couleur de la caroncule de la graine

3 - vive dominante
4 - vive totale

en mm
1 - grise
2 - brune

1 - peu nombreuses
2 - denses

1 - blanche ou créeme
2 - rose ou rouge

3 - violette
* dimension de la graine (longueur et diamétre) en mm
Racine
* point d"attache sur la bouture d’origine 1 - sessile

2 - pédonculé

e longueur de la racine

s diamétre de la racine & son maximum

¢ forme de la racine

¢ constriction sur les racines
# direction de la racine
* nombre de racines

» homogénéité des poids entre racines
(effectifs par classe de poids)

e texture de la surface des racines

e aspect de I'écorce externe (liege)

3 - longuement pédonculé
(supérieur 2 10 cm)

1 - courte (inférieure & 40 cm)
2 - normale (de 40 a 80 cm)
3 - longue (supérieure a 80 cm)

1 - mince
2 - moyen
3 -gros

1 - conique = E1

2 - fusiforme = E2

3 - cylindro-conique = E3
4 - cylindrique = E4

1 - absente
2 - présente

1 - tracante (horizontale)
2 - plongeante (verticale)

nombre

en %

1- lisse
2 - moyenne
3 - rugueuse

1 - gris et mince
2 - brun et épais
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Le manioc

Organes type
* couleur du phelloderme 1 - blanche
2 - rose
3 - violette
* détachement du phelloderme du cylindre 1 - facile
central 2 - difficile
* couleur de la pulpe (ou chair, cylindre 1 - blanche
central 2 - jaune
= rendement utile (rapport entre le poids de racines " en%
commercialisables et le poids total des racines
produites)
¢ indice de précocité (rendement en matiére séche en %
des racines a 6-8 mois rapporté au rendement
en matiére séche des racines a 12-14 mois)
* index de récolte (poids sec des racines tubérisées en %
rapporté a la biomasse totale du plant)
* taux de fibres 1 - absence

* golit (importance de la libération
d'acide cyanhydrique)

2 - quelques fibres observables a I'ceil
3 - nombreuses

1 - doux

2 - amer, ou trois classes définies
par l'intensité de la coloration
a l'acide picrique : basse,
moyenne, élevée
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Le mil

Gilles Bezangon

Le mil représente, avec le sorgho, la base de I'alimentation pour une part
importante de la population des continents africain et indien. C'est la céréale
la plus tolérante a la sécheresse ; elle est cultivée, au Sahel, dans des zones ou
la pluviosité ne dépasse pas 200 millimétres. Pour ces raisons, la conservation,
I"évaluation et la valorisation des ressources génétiques des mils représentent
un enjeu considérable. La culture du mil est surtout pratiquée dans les zones
arides et semi-arides de I’Afrique, ou elle couvre 11,5 millions d’hectares, et
de I'Inde, avec 14,7 millions d’hectares (FAO, 1996).

Les trois quarts de la production africaine proviennent de I'ouest du continent,
les principaux pays producteurs sont par ordre décroissant : le Nigeria, le
Niger, le Burkina, le Tchad, le Mali et la Mauritanie. En Afrique de I'Est, le
Soudan et I'Ouganda sont les premiers praducteurs, alors qu’en Afrique aus-
trale cette culture traditionnelle a quasiment disparu. En Afrique, les variétés
locales, précoces ou tardives, sont de taille haute et a fort tallage. Elles sont
peu productives : mises en place sur des sols souvent pauvres, elles ne bénéfi-
cient d’aucun travail du sol et ne font I'objet que de rares apports d’intrants,
sous forme de fumure organique par la pratique du parcage. Le semis, effectué
a l'arrivée des pluies, doit étre renouvelé plusieurs fois en cas de mauvaise
pluviométrie.
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En Inde, la culture est importante dans les Etats du Rajasthan, du Gujerat et de
I’'Haryana. L'utilisation de la traction animale permet de pratiquer un labour
du sol et les semis sont effectués a |'aide de semoirs traditionnels. Les variétés
traditionnelles sont tardives, a paille courte et a faible tallage. Mais 1a encore,
la trés rare utilisation des engrais chimiques ne permet pas d’obtenir des
rendements en grain performants : ils restent faibles, entre 0,6 et 0,8 tonnc par
hectare, comparés a ceux des autres céréales cultivées en milieu tropical,
telles que le riz et le mais. Le mil peut étre intégré dans des systemes de
cultures associées, avec le niébé par exemple. Enfin, aux Etats-Unis, le mil est
cultivé sur plus de 150 000 hectares, pour produire du fourrage et du grain :
les rendements dépassent alors 1,2 tonne par hectare (FAO, 1996).

Les grains, d’une valeur nutritive supérieure a celle du blé et du riz, représen-
tent la principale utilisation de la plante. Ils sont consommés sous forme de
pate, de bouillie, de couscous ou encore de galettes et peuvent servir, dans
certaines régions, a la fabrication de boissons alcoolisées (biére de mil). La
paille peut également étre utilisée comme fourrage ou encore dans la
construction des habitations traditionnelles pour les toitures et les clotures.

La taxonomie et les ressources génétiques

La botanique et la taxonomie du genre Pennisetum

Le mil, Pennisetum glaucum (L.) R. Br., appartient au genre Pennisetum
(famille des poacées, sous-famille des Panicoideae, tribu des Paniceae), dont
les différentes especes (environ 60) sont distribuées en zone tropicale et sub-
tropicale a travers le monde. Le genre Pennisetum est divisé en cing sections,
le mil appartenant a la section Penicillaria, qui se caractérise par la présence
d’une touffe de poils sur I'apex des étamines. Dans cette section, VAN DER ZON
(1992) reconnait trois sous-espéces au sein de I'espéce P. glaucum (x = 7 et 2n
= 2x = 14) : P. glaucum subsp. glaucum, le mil cultivé, présent en Afrique
(ouest, centre, est et sud), en Inde (centre et sud) et en Amérique du Nord ;
P. glaucum subsp. violaceum, la forme sauvage, largement distribuée en
Afrique dans la zone sahélienne et subdésertique, de facon discontinue
de I’Atlantique a la mer Rouge, dans des situations écologiques variées ;
P. glaucum subsp. sieberianum, qui rassemble les formes intermédiaires issues
d’hybridations naturelles entre formes cultivées et formes sauvages.

Sur le modele de HArLAN et DE WET (1971), le complexe d’espéces du genre
Pennisetum peut étre structuré en trois pools géniques. Le pool primaire,
monospécifique, rassemble les trois sous-especes de P. glaucum. Dans cer-
taines régions de culture, I'importance des formes intermédiaires a conduit les
populations locales a leur attribuer une appellation particuliére : chibra en
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L’organisation de la diversité génétique

La variabilité agromorphologique

La taille imposante des collections n’est pas sans soulever des problémes
pour I"évaluation de la diversité qu’elles renferment. De nombreux travaux
d’évaluation conduits par I'ICRISAT ont porté sur les collections spécifiques
de certains pays tels que le Ghana, le Malawi, le Cameroun, la République
centrafricaine et différents Etats de I'Inde. Les résultats concernant 1 938 et
2 458 échantillons de la collection mondiale, évalués pour 20 et 18 caracteres
respectivement, sont réunis dans un catalogue édité par le NBPGR (National
Bureau of Plant Genetic Resources, Inde) et I'lCRISAT (NBPGR et ICRISAT, 1993).
Ces données ne se rapportent qu’aux formes cultivées. Il n’existe pas d’études
incluant les formes sauvages, qui permettraient de décrire la diversité géné-
tique de I'ensemble des collections et rendraient alors possible la mise en
paralléle avec les données de I’électrophorése enzymatique obtenues par
ailleurs.

En marge de ces études purement descriptives réalisées en Inde, différentes
analyses ont été menées. Elles ont abouti a des classifications, notamment pour
les formes cultivées, qui concordent avec le classement des cultivars en grands
groupes régionaux établi a partir d’observations effectuées au cours des diffé-
rentes missions de prospection (CLEMENT, 1985). PORTERES (1950 ; 1976) recon-
nait seize especes réparties en quatre groupes sur la base de leur répartition
géographique : groupe extréme ouest-africain, groupe ouest et centre-africain,
groupe nilo-soudanais et groupe est-africain et angolais. Pour I’Afrique de
I"Ouest francophone, Bono (1973) utilise essentiellement les caracteres du
faux épis, ce qui le conduit a constituer deux groupes : le groupe |, divisé en
deux sous-groupes (les formes rencontrées au Mali, en Cote d’Ivoire, en Mauri-
tanie et quelques formes du Niger d’une part, les formes rencontrées au Bur-
kina, d’autre part), et le groupe Il, lui aussi scindé en deux sous-groupes (mils
du Niger d’une part, et mils du Sénégal d’autre part). Sur la base de la forme
du grain, BRUNKEN et al. (1977) définissent quatre races : typhoides, nigritarum,
globosum et leonis. Les notations. réalisées sur la longueur du cycle ainsi
que sur une dizaine de caractéres de la chandelle et du grain pour quelque
1 500 chandelles collectées au Mali et au Sénégal ont mis en évidence une
différenciation régionale dans chacun de ces deux pays (MARCHAIS, 1982).

MARCHAIS et al. (1993) ont étudié 267 accessions de mil cultivé et 118 de
mil sauvage a |'aide de 14 caractéres morphologiques. Les résultats obtenus
(figure 1) montrent une distinction trés marquée entre mils cultivés et mils sau-
vages sur la base de quelques caractéres seulement : la longueur des chan-
delles, la caducité des épillets, la longueur du pédicelle de I'involucre, la taille
des graines, le diamétre des tiges et la largeur des feuilles.
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Figure 1. Position des moyennes des grandes familles morphologiques de mil dans le
plan 1-2 d'une analyse en composantes principales de 14 caractéres botaniques a forte
héritabilité, d’aprés MarcHais et al. (1993). Les mils cultivés en Afrique de I'Ouest au
sens large sont entourés d’un cercle.

Au sein des mils cultivés, il ressort cing groupes pour I’Afrique de I'Ouest, un
groupe pour I’Afrique centrale, un groupe pour I'Inde et un groupe pour
I’Afrique australe, ces deux derniers étant plus homogenes. La discrimination
au sein des mils sauvages est moins marquée du fait de leur plus grande homo-
généité morphologique.

La diversité phénologique des mils cultivés

Les données sur la phénologie de la floraison de plus de 12 000 cultivars obte-
nues par I'ICRISAT (L. Marchais et al., comm. pers.) ont permis de mettre en
évidence deux phénomeénes qui concourent au déclenchement de la floraison
du mil : d’une part, I'exigence d’'un nombre minimal de degrés-jours et d’autre
part, la sensibilité a la longueur du jour. La figure 2 regroupe les résultats
observés pour deux cycles de culture, I'un réalisé en jours longs et |'autre en
jours courts. On constate que, pour chacune des régions étudiées, il existe une
gamme de variétés qui en jours longs fleurissent entre 45 et 140 jours. Cette
diversité peut étre imputable aux différences de longueur de la saison des
pluies dans chacune des régions.

D’autre part, en jours courts, les cycles ne dépassent pas 90 jours, excepté
pour les cultivars du sud de I'Inde. Les cultivars qui fleurissent entre 40 et
60 jours pour une culture en jours longs fleurissent sur une période équiva-
lente en somme de degrés-jours s'ils sont cultivés en jours courts. Ces cultivars
peuvent donc étre considérés comme thermosensibles, mais non photosen-
sibles. Pour les cultivars qui fleurissent au-dela de 60 jours pour une culture en
jours longs, les comportements en jours courts sont différents selon les régions.
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Figure 3. a. Dendrogramme des distances de Nei entre groupes de mils cultivés et
de mils sauvages, d'aprés Tostam (1998). b. Analyse en composantes principales de
361 accessions de mils cultivés. Seules les projections des centres de gravité des
7 groupes de mils cultivés et du cultivar Tiotandé sont représentées, d'aprés TosTain

(1998).
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intrapopulation et ne permettent pas de séparer nettement les formes sauvages
des formes cultivées. L'ensemble des résultats obtenus a I'aide des différents
descripteurs du polymorphisme, qu'ils soient biochimiques (isoenzymes) ou
moléculaires (RFLP, séquencage RAPD), convergent quant aux difficultés a
différencier le mil sauvage et le mil cultivé.

Les relations entre les différents niveaux de variabilité

La classification des mils sauvages et des mils cultivés obtenue a partir des
données du polymorphisme enzymatique a été rapprochée des classifications
qui avaient été établies sur la base des caractéres morphologiques. On observe
ainsi une assez bonne correspondance avec la classification de MARCHAIS et al.
(1993).

5 Composante principale
Groupe 1 Groupe 2 Croupc 3
Enl: Egélé Gam : Gamoji Hk : Haini Kiré
Aou : Ba-Aoudarché  Tch : Dan Tchama Loc : Sadoré Local
Ega : Egalablabane Dsg : Doungousé Zng : Zongo
Aks : Ankoutess Bzg : Bazagomé
Bod : Bodendji Bng : Bounga
Gui : Guissiri Grg : Guerguéra
Arb : Dan Arbian Zfa : Zanfaroua
4 Mor : Moro Tam : Tamangagi
B Bou : Boudouma Ban : Ba-Angouré
0
-4
-8 1 1 1 I
0 4°E 8°E 12°E 16°E
Longitudes

Figure 4a. Projection suivant la longitude et le premier axe de I'analyse en compo-
santes principales des 21 cultivars locaux du Niger, d’aprés Siaka et al. (1996).
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Dans le cas particulier des mils du Niger, une analyse comparative a été réa-
lisée sur un échantillon de 21 cultivars représentatifs des mils cultivés au Niger
a l'aide de douze caractéres quantitatifs et de trois caracteres qualitatifs (Siaka
et al., 1996). Les résultats (figure 4a) montrent une structuration de la diversité
en trois groupes : les cultivars du groupe 1 sont originaires de la zone déser-
tique, les cultivars du groupe 2 sont cultivés dans I'est du pays entre les
longitudes 8" E et 13" E, les cultivars du groupe 3 sont cultivés dans I'ouest du
pays entre les longitudes 1° E et 8" E. Cette structuration correspond aux trois
groupes (figure 4b) mis en évidence par TosTaiN (1994) sur la base du poly-
morphisme enzymatique : mils tardifs (groupe 1), mils précoces a épis courts
(groupe 2) et mils précoces a épis longs (groupe 3).

D’autres critéres ont été également utilisés pour décrire la diversité des mils.
Ainsi, L. Marchais (comm. pers.) a testé preés de 200 cultivars pour leur capa-
cité a restaurer la fertilité male sur le cytoplasme male-stérile décrit par MAR-
CHAIS et PERNES (1985). Les résultats mettent en évidence une différenciation
géographique : les mils de I'Inde et de I’Afrique australe constituent deux
groupes homogeénes, qui présentent un trés faible taux de restauration, alors

Composante principale
80

Hk : Haini Kiré
Grg : Guerguéra
Groupe 3 : g;g : 50"30 .
1 =) 5 H I bazagom
mils précoces a épis longs (5. Zanhiéuua
' Bou : Boudouma
Ban : Ba-Angouré
Mai : Maiwa
Aks : Ankoutess
O : Oasis
4 : hors-type

40
G
Zng r%]rg 5 Zzng
Hk zngGrg Zfa £NELNg

Groupe 2 : .
mils précoces a épis courts

-40 |

Groupe 1 :
mils tardifs

-80 L

L 1 |

0° 2°E 4°E 6°E 8°E 10°E 12°E 14°E

Figure 4b. Projection suivant la longitude et le premier axe de I'analyse en compo-
santes principales de 66 accessions du Niger, d’aprés TOSTAIN (1994).
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qu’en Afrique de I'Ouest on retrouve la distinction entre les mils précoces, qui
montrent une grande variabilité du pouvoir restaurateur, et les mils tardifs, qui
sont en majorité des mainteneurs de stérilité.

L'ensemble de ces résultats — données morphologiques, phénologiques, bio-
chimiques et cytoplasmiques — tend a confirmer les informations recueillies
par les prospecteurs en ce qui concerne la différenciation géographique des
mils. Cette différenciation résulte, d'une part, de la sélection naturelle et de
I’adaptation des mils sauvages et des cultivars a des environnements divers et,
d’autre part, de la domestication, processus dans lequel le réle du paysan est
déterminant. Cette structuration géographique de la diversité des mils sauvages
et cultivés doit donc étre prise en compte prioritairement dans I’élaboration de
nouvelles méthodes de conservation, de gestion et de mise en valeur des res-
sources génétiques.

Pour préciser I'origine de la domestication du mil, des études complémen-
taires, fondées sur des descripteurs du polymorphisme génétique moins sen-
sibles que les isoenzymes aux flux de génes actuels, comme I’ADN chloroplas-
lique, devraient étre une source d'informations nouvelles. De plus, il serail
souhaitable d’étendre I'échantillonnage a I'ensemble de |'aire de distribution
du mil sauvage, jusqu’au Soudan et a I'Ethiopie. En effet, cette région est extré-
mement importante pour comprendre la domestication du mil. Elle correspond
au centre d’origine du niébé et du sorgho, qui, comme le mil, sont aussi
cultivés en Inde, contrairement aux espéces, telles que le riz Oryza glaberrima
et les ignames du complexe Dioscorea cayenensis-D. rotundata, dont la
domestication aurait eu lieu en Afrique de |'Ouest.

La domestication et la gestion
des ressources génétiques

La distribution géographique du mil sauvage, limitée a I’Afrique sahélienne,
conduit a penser que c’est dans cette région qu’il a été domestiqué pour
donner la céréale que nous connaissons aujourd’hui. Les plus anciens vestiges
de mil cultivé en contact avec du mil sauvage ont été trouvés en Mauritanie et
remonteraient a plus de 3 000 ans (AMBLARD et PErRNES, 1989), alors que des
empreintes de mil sauvage ont été découvertes sur des poteries datant
d’environ 5 000 ans dans le centre du Soudan (STemLer, 1990). Différentes ana-
lyses génétiques ont montré que le syndrome de domestication dépend d’un
petit nombre de génes liés — longueur du pédicelle de I'involucre, caducité
de I'épillet a maturité, taille des enveloppes de la graine et présence ou
absence des soies —, dont les alleles a I'état récessif permettent I'expression
du phénotype cultivé (Pernes et al.,, 1984), ce qui pourrait expliquer une
domestication rapide.
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Annexe

Etudes agromorphologiques

Les évaluations les plus récentes réalisées sur les mils cultivés ont porté sur 1 938 échan-
tillons originaires de 33 pays observés pour 20 descripteurs, dans un premier temps,
puis sur 2 458 échantillons originaires de 38 pays observés pour |8 descripteurs, dans
un deuxiéme temps (NBPGR et ICRISAT, 1993).

L'étude de MarCHAIs et al. (1993) a été réalisée sur 267 plantes cultivées et 118 plantes
sauvages issues d’échantillons représentatifs de I'ensemble des collections. La culture a
été effectuée au Niger pendant la saison des pluies (semis le 25 juin). Chaque échan-
tillon était représenté par une ligne de 10 pieds. Les notations ont porté sur 14 carac-
téres morphologiques : 12 caractéres quantitatifs (hauteur de la tige principale, lon-
gueur et largeur de la troisieme feuille sous I"épi de la tige principale, longueur de |'épi
de la tige principale, diamétre du rachis de I’épi de la tige principale, longueur du pédi-
celle d'involucre, longueur des soies de I'involucre, longueur des arétes, longueur des
glumelles des soies de Iinvolucre, nombre d’épillets par involucre, longueur et largeur
du grain) et 2 caracteres qualitatifs (pilosité du limbe foliaire et vitrosité de I’albumen).

Analyses phénologiques

Plus de 12 000 cultivars ont été évalués sur leur floraison (durée semis-floraison) dans
deux conditions de culture : saison des pluies (semis le 25 juin, en jours longs) et contre-
saison (semis le 25 novembre, en jours courts). Chaque échantillon était cultivé sur une
ligne de 4 métres (environ 20 pieds) et la floraison a été notée lorsque 50 % des pieds
avaient produit un épi en floraison femelle (L. MARCHAIS ef al., comm. pers.). Cette expé-
rimentation a été réalisée sur la station de I'lCRISAT a Patancheru, en Inde.

Analyses biochimiques et moléculaires

Au total, 549 échantillons ont été analysés : 361 représentaient les formes cultivées ori-
ginaires de 29 pays d’Afrique et de I'Inde et 188, collectés dans 8 pays d'Afrique sub-
saharienne, représentaient les populations de la forme sauvage dans la quasi-totalité de
son aire de distribution géographique. Les systémes enzymatiques utilisés sont au
nombre de 8 : ADH, CAT, EST, GOT, MDH, PGD, PGl et PGM (Tostain, 1994).

Analyse des données

Les méthodes d’analyse statistique utilisées ont été |’analyse en composantes princi-
pales et I’analyse discriminante, réalisées avec le logiciel Stat-ITCF. Les paramétres du
polymorphisme biochimique ont été calculés a I'aide du logiciel Biosys 1-7. Différentes
distances génétiques ont également été calculées : Rogers, Cavalli-Sforza, Wright.
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Le riz asiatique

Jean Christophe Glaszmann, Laurent Grivet,
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Alain Ghesquiere, Gérard Second

Héritage des plus anciennes civilisations — en Chine, prés du fleuve Yang-
Tseu, des traces de riziculture remontent a environ sept millénaires —, le riz
représente aujourd’hui dans les pays en développement prés de 50 % de la
production de céréales, largement devant le blé et le mais. La production mon-
diale de riz paddy, riz non décortiqué, avoisine 540 millions de tonnes, récol-
tées sur environ 150 millions d’hectares, dont 90 % en Asie. Dans cette région,
la consommation annuelle de riz usiné par habitant est fréquemment supé-
rieure a 100 kilos, et peut atteindre pres de 200 kilos, comme au Myanmar ou
au Laos. Sur d’autres continents, la consommation est plus variable mais peut
s'élever a 100 kilos, en particulier & Madagascar, au Sierra Leone ou au
Surinam. La consommation annuelle dans I’'Union européenne est, quant a
elle, de I'ordre de 5 kilos par habitant. La plus grande partie du riz est
consommée localement, les échanges commerciaux mondiaux portant sur
moins de 5 % de la production. Cependant, avec le progrés économique, les
populations fortement consommatrices de riz diversifient peu a peu leur nour-
riture, tandis que les populations peu consommatrices I'intégrent progressive-
ment dans leurs habitudes alimentaires. Selon les prévisions démographiques,
les besoins en riz augmenteront de 70 % d’ici 2025.

Le riz est une plante semi-aquatique : elle tolére des conditions de culture
aquatique, mais n’en dépend pas absolument. Dés |'origine, le développement
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de la riziculture a été conditionné par une fertilité naturelle suffisante des sols
et par une concurrence faible de I'enherbement. Les situations les plus favo-
rables se rencontraient sur terres inondables et sur terrains défrichés en forét.

La culture sur terres inondables a connu le développement le plus important,
en particulier grace aux aménagements pour l'irrigation et le drainage et a la
possibilité de cultiver riz sur riz. La culture est mise en place soit par semis
direct, soit par repiquage de plants obtenus en pépiniéres. Les bas-fonds
humides des vallées et les larges plaines ont été systématiquement exploités.
Une riziculture dite flottante a pu étre pratiquée dans les zones sujettes a des
crues pouvant atteindre 4 a 5 metres, grace a des variétés capables d'allonger
leurs tiges de plusieurs centimeétres par jour, comme au Bangladesh et au Mali.
Au voisinage des cotes, des techniques facilitant le dessalement du sol par
I’eau douce ont été élaborées pour dégager une saison de culture du riz, par
exemple en Indonésie et en Guinée. A l'intérieur des terres, sur les flancs des
collines, ce sont des terrasses qui ont été aménagées pour pratiquer la culture
« en casiers », comme au Népal, aux Philippines et a Bali. La riziculture aqua-
tique se rencontre ainsi de I'équateur a des latitudes de 40°, voire 50° nord, en
Chine, et, dans les régions tropicales, du niveau de la mer a plus de
2 000 metres d'altitude, au Népal et a Madagascar, entre autres.

Dans les régions tropicales humides, en dehors des conditions de culture
aquatique, une riziculture dite pluviale, car elle dépend exclusivement des
pluies pour son alimentation en eau, est aussi pratiquée. Elle s’est d’abord
développée sur défriche de forét. Aprés abattage et brilis, le riz est semé a la
volée ou en poquets. L'entretien de la culture exige peu d’interventions pen-
dant deux ou trois ans, puis la fertilité naturelle du sol diminue tandis que les
mauvaises herbes deviennent envahissantes. On déplace alors la culture, que
I'on dit donc itinérante. Cette pratique disparait peu a peu avec I'augmentation
de la pression démographique. Des variantes intéressantes se rencontrent au
Brésil, ou sur des millions d’hectares le riz pluvial est cultivé avant I'installa-
tion de paturages, mais aussi dans de nombreux pays, ou le riz pluvial est
cultivé en intercalaire dans de jeunes plantations d’hévéa, de caféier...

La taxonomie et les ressources génétiques

Les riz cultivés au sein du genre Oryza

Le riz cultivé appartient au genre Oryza, trés divers, qui comprend plusieurs
génomes reconnus sur une base cytogénétique, ainsi que des formes diploides
et allotétraploides. On reconnait plus de vingt espéces sauvages, dont neuf
sont tétraploides. Elles se distribuent aujourd’hui sur tous les continents mais il
est probable que I'origine du genre soit eurasiatique (SeconD, 1985).
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sentées dans les collections est financé par I’Agence suisse pour le développe-
ment et la coopération. La collection internationale compte aujourd’hui plus
de 80 000 accessions, dont 95 % appartiennent a I'espéce O. sativa (JACKSON,
1997).

La collection internationale comprend la totalité des échantillons conservés
dans certaines collections nationales, mais pas toutes. Un duplicata des échan-
tillons est systématiquement déposé au centre de conservation de Fort Collins,
aux Etats-Unis, aprés la premiére culture des accessions, la rejuvenation. Les
accessions africaines font |’objet d’une duplication a I'lITA (International Insti-
tute for Tropical Agriculture), au Nigeria, et a 'ADRAO (Association pour le
développement de la riziculture en Afrique de I'Ouest), en Cote d’Ivoire. A
coté de recherches sur la physiologie et la conservation des semences, de
nombreux travaux sont conduits pour caractériser et évaluer les accessions
pour des descripteurs botaniques et des caracteres d’intérét agronomique
(Jackson, 1997).

L’organisation de la diversité génétique :
quel apport des marqueurs moléculaires ?

Les marqueurs moléculaires apportent beaucoup a la compréhension de la
diversité génétique du riz. Les isoenzymes, malgré le nombre limité de locus et
d’alleles accessibles, ont fourni les premiers éléments de quantification de la
différenciation intravariétale. En Asie, |'espéce cultivée apparait fondamentale-
ment bipolaire, ce qui est en accord remarquable avec les travaux de Oka
(1958), mais avec un continuum de formes intermédiaires (SeconDp, 1982). La
majorité des variétés traditionnelles peut étre divisée en deux groupes majeurs,
correspondant aux sous-especes indica et japonica. Seules 20 % des variétés
n'y sont pas clairement rattachées (GLASZMANN, 1987 ; 1988). Les isoenzymes
ont également montré une équidistance triangulaire entre |'espéce cultivée
africaine, les formes typiques indica et les formes typiques japonica (SECOND,
1982). L'application du concept de I'horloge moléculaire en regard du scé-
nario des modifications paléoenvironnementales (Seconp, 1985) a permis une
interprétation globale de la structure génétique du genre Oryza, avec un scé-
nario de triple domestication a partir d’espéces sauvages formées il y a environ
deux millions d’années, a la suite de I'isolement de I’Afrique tropicale par le
refroidissement du climat et de I'émergence en Asie de |'Himalaya comme
barriere géographique. Les 20 % de variétés d’'Oryza sativa atypiques pour-
raient provenir d'introgressions avec des formes sauvages locales des contre-
forts de I'Himalaya ou de recombinaisons entre formes indica et japonica. Une
forme particuliére a été également découverte dans l'ouest de I'Inde ; elle pré-
sente des traces d’introgression d’O. glaberrima (LoLo et Seconp, 1988). On
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Figure 1. Distribution dans le plan 1-2 de I’AFC sur les données isoenzymatiques
(15 locus et 57 alléles) caractérisant I'échantillon A.

Enfin, deux sondes RFLP supplémentaires caractérisent la diversité du cyto-
plasme en fonction de données antérieures qui avaient permis d’identifier deux
types principaux, tant au niveau chloroplastique (DALLy et Seconp, 1990)
qu’au niveau mitochondrial (SeconD et WANG, 1992). La figure 2b montre la
distribution des deux types cytoplasmiques parmi 141 des 147 variétés. |l est
clair que I'un des types caractérise la sous-espéce indica et certains intermé-
diaires, alors que |’autre type se rencontre dans tous les groupes variétaux.

LES MICROSATELLITES

La diversité des microsatellites a été étudiée pour 12 locus (RM7, RM12, RM13,
RM19, RM122, RM148, RM164, RM167, RM168, OSR4, OSR7, OSR35) au
sein d'un sous-ensemble de 54 variétés représentatives des éléments de struc-
ture connus (voir annexe). Les locus ont révélé entre 4 et 19 alléles par locus,
avec une moyenne de 10,8. Une AFC a été effectuée sur les données obte-
nues, soit 130 alleles. Les premiers axes expliquent 6,0 %, 5,8 %, 4,8 %,
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Figure 2. Distribution dans le plan 1-2 de I’AFC sur les données RFLP (202 sondes
nucléaires et 482 bandes) caractérisant I'échantillon B, avec a) indication de la classifi-

cation enzymatique et b) indication du type cytoplasmique, d’aprés DatLy et SECOND
(1990).
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4,7 % et 3,9 % de la variation ; cette décroissance lente révele une structure
relativement peu marquée. Le plan 1-2 de I'AFC (figure 3) met en évidence
trois ensembles : le premier correspond au groupe | de la classification enzy-
matique, le deuxiéme aux groupes Il et lll, le troisieéme aux groupes IV, V et VI.
Les axes 3 et 4 séparent les groupes IV, V et VI. En revanche, les groupes I
et 1ll restent confondus. On trouve une grande diversité a I'intérieur des
groupes.
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Figure 3. Distribution dans le plan 1-2 de I'AFC sur les données microsatellites
(12 locus et 130 alléles) caractérisant un échantillon de 54 variétés communes a A et B.

LA COMPARAISON DES DIFFERENTS MARQUEURS

Les études les plus vastes (isoenzymes) et les plus approfondies (RFLP) donnent
la méme image de I'espéce : une structure fortement bipolaire avec néanmoins
quelques formes particulieres, partiellement intermédiaires. Avec les micro-
satellites, on conserve la discrimination entre les groupes les plus différenciés,
mais on révele un polymorphisme élevé au sein des groupes. La figure 4
montre les relations entre les distances génétiques intergroupes évaluées a
partir des différents types de marqueurs. Les disparités entre les nombres
d’accessions ct de locus pris en compte pour chacun de ces types limitent les
conclusions que |'on peut tirer de cette comparaison. On note cependant que,
par rapport aux RFLP et aux isoenzymes, les microsatellites amplifient considé-
rablement les distances génétiques entre groupes et que, parmi les comparai-
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Figure 4. Comparaison entre les distances évaluées avec les RFLP, les isoenzymes et les
microsatellites.

Les symboles en noir caractérisent les distances entre les deux groupes principaux | et
VI ; les symboles en gris celles entre les groupes de grande taille, 1, Il, V et VI ; les sym-
boles en blanc celles qui impliquent un groupe de petite taille, Ill ou IV.

sons entre les groupes de plus grande taille (groupes I, Il, V, VI), la distance
entre les groupes | et VI est la plus grande avec les RFLP comme avec les
isoenzymes, alors qu’elle est loin de I'étre avec les microsatellites.

Ainsi, les microsatellites révelent un polymorphisme plus important, qui affine
la résolution dans les groupes généralement les moins polymorphes. Ce poly-
morphisme préserve I'empreinte générale de la structure de I'espéce mais jette
un flou sur les relations entre les groupes.
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La classification moléculaire et la diversité
pour des caracteres d’intérét agronomique

LA DIVERSITE MORPHOLOGIQUE

Les données de caractérisation de I"échantillon A disponibles a I'IRRI ont été
récupérées. Un total de 248 variétés présentait des données compléetes pour
11 variables ; parmi ces variétés tous les groupes enzymatiques étaient repré-
sentés a I'exception du groupe 1V, qui fleurit difficilement dans les conditions
de I'IRRI. Ces données ont été soumises a une analyse en composantes princi-
pales (ACP). La part de variation expliquée par les axes est de 31,3 %, 19,1 %,
12,0 %, 7,9 % et 7,0 % pour les axes 1 a 5. La figure 5 montre la distribution
des accessions dans le plan 1-2. L'axe 1 sépare les variétés a longs organes
(ligules, feuilles, tiges et, dans une moindre mesure, panicules) et a grain plutot
étroit, qui se trouvent du coté des valeurs négatives, des variétés complémen-
taires, qui se situent du coté des valeurs positives. L’axe 2 attire vers les valeurs
négatives les variétés a faible tallage, a feuille large, a tige plutét épaisse et a
grain large el lourd. On reconnait ainsi la structure tripolaire avec les types
Indica dans la partie supérieure gauche du plan, les Japonica dans la partie
extréme droite du plan et les Javanica dans partie extréme inférieure du plan.
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Figure 5. Distribution dans le plan 1-2 de I'ACP de la variation parmi 248 variétés pour

11 caractéres morphologiques.
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Figure 6. Réaction des variétés représentant différents groupes enzymatiques a l'égard
de plusieurs parasites.

a. Résistance a la pyriculariose des variétés représentant différents groupes enzyma-
tiques : distribution de 257 variétés dans le plan 1-2 de I’ACP sur la taille des lésions
produites par I'inoculation de 13 souches de Magnaporthe grisea.

b. Tolérance relative des 6 groupes enzymatiques au virus du tungro : distribution des
réactions a I'inoculation par vecteur (notation de 1 pour I'absence compléte de symp-
tomes & 9 pour la sensibilité maximale) dans un ensemble de 261 variétés représentant
les différents groupes enzymatiques.
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Conclusion

Le cas des riz cultivés asiatiques présente la particularité d’inclure une diver-
sité tres large, puisque les groupes indica et japonica représentent presque
deux espeéces différentes si I'on accepte I’'hypothése d’une origine double a
partir de populations sauvages déja différenciées (Seconp, 1982 ; 1984). On a
donc une structure trés marquée, que I'on retrouve avec les divers types de
marqueurs utilisés. On voit bien les apports complémentaires de marqueurs
comme les isoenzymes et les RFLP, d'un coté, les microsatellites, de I'autre.
Les isoenzymes et les RFLP donnent des images semblables et des indices de
différenciation comparables ; les RFLP, du fait qu'ils sont plus nombreux, per-
mettent de mettre en évidence un élément supplémentaire : la différenciation
écogéographique entre les formes Japonica tempérées et tropicales. Les micro-
satellites mémorisent moins bien une structuration ancienne (indica-japonica),
mais révelent une variabilité plus étendue a I'intérieur de chaque composante.

Les marqueurs moléculaires apportent des éléments importants, inaccessibles
avec la seule diversité morphologique : plusieurs groupes (I a V) sont identifiés
a I'intérieur d’'un ensemble considéré comme homogeéne sur le plan morpholo-
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Annexe

Matériel végétal

Les résultats présentés correspondent 3 une mise en perspectives de travaux parfois
anciens et déja partiellement décrits et de données nouvelles.

Sur la base d'informations rassemblées avant 1985, un premier échantillon de 270 varié-
tés, I'échantillon A, a été constitué pour représenter la diversité géographique, écoty-
pique et enzymatique des riz cultivés d’origine asiatique. Les échantillons ont été puri-
fiéss — passage par une plante et autofécondations contrdlées —, afin de servir de
collection de référence pour étudier la diversité pour des caractéres utiles (BONMAN et
al,, 1990 ; Guaszmann et al., 1995). Ces variétés sont ici utilisées pour confronter la
classification obtenue a partir des isoenzymes avec la diversité morphologique et la
diversité de réponse a plusieurs parasites. Les données morphologiques sont extraites
de la base entretenue par I'IRRI. Les données sur les réactions a divers pathogénes sont
celles qui ont été rapportées par GLASZMANN et al. (1995).

Un deuxiéme échantillon de 147 accessions, I’échantillon B, a servi a analyser la diver-
sit¢ au moyen des RFLP pour 202 sondes nucléaires cartographiées couvrant
I'ensemble du génome du riz. Parmi ces accessions, 141 ont été analysées a I'aide de
deux sondes de I’ADN cytoplasmique : une sonde située au niveau de la mutation 28
de I’ADN chloroplastique (DaLLy et Seconp, 1990) et la sonde mitochondriale Col
(SeconD et WANG, 1992).

Le sous-ensemble commun a A et B, qui comprend 54 variétés, a été utilisé pour étu-
dier la diversité révélée par les microsatellites ; 12 locus ont été pris en compte.

Un autre échantillon de 144 variétés de Madagascar a fait I'objet d’une étude particu-
liere qui portait sur la comparaison des classifications moléculaire et morphologique
dans un milieu insulaire isolé de I'aire d'origine (AHmADI et al., 1991). Vingt-quatre
caractéres quantitatifs codés selon une distribution en grandes classes ainsi que
15 caractéres qualitatifs ont été utilisés.

Analyse des données

L'analyse des données repose essentiellement sur |'utilisation de |’analyse en compo-
santes principales (ACP) pour des données de type quantitatif et de I’analyse factorielle
des correspondances (AFC) pour des données de type qualitatif.

Une comparaison de différents marqueurs a été réalisée en quantifiant la diversité géné-
tique entre groupes variétaux a l'aide de I'indice de distance de Nei (1978).
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Le sorgho
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I_e sorgho, Sorghum bicolor (L.) Moench, est cultivé aussi bien dans les pays
tropicaux que tempérés. En 1995, plus de 43 millions d’hectares ont été consa-
crés a sa culture pour une production globale de plus de 54 millions de tonnes
(Fao, 1995). C'est la cinquieme céréale mondiale apres le blé, le riz, le mais et
I'orge. Malgré I'importance croissante du riz et du mais, le sorgho demeure un
élément essentiel dans I’alimentation humaine pour de nombreux pays d’Afrique
(Soudan, Botswana, Burkina, Rwanda, Tchad et Cameroun) et d’Asie (Inde et
Chine). La production de sorgho grain s’établit, en 1995, a plus de 16 millions
de tonnes en Afrique et a 15 millions de tonnes en Asie. Les grains sont
consommés entiers ou sous forme de bouillie ou de galettes aprées avoir été
transformés en farine. Certains types variétaux mieux adaptés sont utilisés pour
la fabrication de biére, de grains sucrés ou de pop-corn.

N’autres utilisations du sorgho sont possibles. En Argentine, en Australie, en
Afrique du Sud, au Mexique et surtout aux Etats-Unis, dont la production en
1995 a dépassé 17 millions de tonnes, le sorgho est principalement destiné a
I"alimentation animale. Enfin, dans certaines régions d’'Afrique et d’Asie, la
panicule peut étre utilisée pour la confection de balais tandis que les tiges sont
exploitées sous forme de fourrage, de combustible ou de matériau de construc-
tion ou peuvent servir a la teinture des cuirs et a la fabrication de papier. La
moelle peut donner du sucre, du sirop, des colles et des alcools.
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Le sorgho est une plante trés rustique, adaptée a des environnements difficiles,
qui supporte les sols pauvres, la sécheresse, les températures élevées et méme
Iinondation. Le sorgho peut se développer la ot d’autres cultures plus presti-
gieuses ne peuvent le faire.

La taxonomie et les ressources génétiques

La taxonomie du genre Sorghum
et sa répartition géographique

Le sorgho (genre Sorghum, famille des poacées) est une céréale proche du
mais et de la canne a sucre ; tous trois appartiennent a la tribu des andropogo-
nées. La grande diversité morphologique du genre Sorghum a conduit les bota-
nistes a multiplier les taxons — 712 ont été décrits par SNOWDEN (1936). Une
classification simplifiée, prenant en compte les échanges géniques, est large-
ment utilisée de nos jours (D WEt, 1978). Préconisée par I'IPGRI (International
Plant Genetic Resources Institute), elle divise le genre Sorghum en cinq sec-
tions. La section Sorghum inclut tous les sorghos a grains cultivés (S. bicolor
subsp. bicolor, diploide a 2x = 20), les sorghos sauvages, diploides, annuels,
originaires d'Afrique (S. bicolor subsp. verticilliflorum), les sorghos sauvages,
diploides, a rhizomes, pérennes, présents en Inde, au Sri Lanka et en Asie du
Sud-Est (S. propinquum), et les sorghos sauvages, tétraploides, également a rhi-
zomes et pérennes, rencontrés en Asie du Sud-Est, en Inde, au Moyen-Orient
et sur le pourtour méditerranéen (S. halepense). Selon ManN et al. (1983), la
domestication du sorgho se serait produite aux environs de 3000 avant notre
ere dans la partie nord-est de |’Afrique. Cependant, des données archéolo-
giques plus récentes (WENDORF et al., 1992) permettraient de situer les pre-
miéres utilisations du sorgho a plus de 6 000 ans avant notre ere. Selon
HARLAN et STEMLER (1976) et DOGGETT (1988), les sorghos cultivés dériveraient
des sorghos sauvages africains S. bicolor subsp. verticilliflorum.

Les sorghos cultivés présentent une grande diversité phénotypique. La forme de
I'inflorescence et surtout la structure de I’épillet ont permis de les classer en
cinqg races principales (bicolor, caudatum, durra, guinea et kafir) et dix races
intermédiaires obtenues par la combinaison deux a deux des précédentes
(guinea-bicolor, durra-caudatum ; HARLAN et DE WET, 1972). Cependant, selon
DOGGETT (1988), les sorghos bicolor, sélectionnés sur des caractéres non liés a la
structure de I'épillet, tels que la tige sucrée et le fourrage, ne constituent pas une
race mais forment plutét un ensemble assez hétérogene. Ces sorghos seraient
proches des sorghos primitifs a partir desquels s'est faite la domestication.
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Figure 1. Répartition des races de sorghos cultivés.

Figure 2. Les races de sorghos cultivés et leurs hybrides : durra, a gauche, guinea, en
haut, caudatum, en bas, bicolor, au centre (photo J.L. Noyer-Cirad).
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le monde a partir des Etats-Unis (DAHLBERG et Spinks, 1995) et 237 265 par
I'ICRISAT (MENGESHA et AppA RAO, 1994). D’autres pays détenteurs de collec-
tions plus restreintes participent aussi aux échanges de matériel végétal.

Dans ce chapitre, nous passons en revue les différentes études portant sur la
diversité génétique des sorghos cultivés. Puis nous comparons les structura
tions obtenues par |'analyse d'un échantillon a I'aide de trois types de mar-
queurs (morphologiques, enzymatiques et moléculaires) et ce, en utilisant
plusieurs méthodologies. Les résultats sont considérés dans une optique
d’application a la constitution de core collections. En conclusion, nous exami-
nons la stratégie de conservation des ressources génétiques et I'intérét des
marqueurs moléculaires pour la compréhension de la structuration génétique
des sorghos cultivés.

L’organisation de la diversité génétique

La diversité génétique
révélée par les descripteurs morphologiques

Les travaux portant sur I'organisation de la diversité génétique révélée par les
caracteres morphologiques sont peu nombreux. La premiére étude, réalisée par
CHANTEREAU et al. (1989), a porté sur 157 écotypes de race et d’origine géogra-
phique trés diverses. Ces auteurs ont montré que les 25 caractéres agromorpho-
logiques étudiés, dont 14 figurent dans la liste de I'IBPGR, permettent de
classer les sorghos en trois groupes : le groupe des guinea et bicolor, le groupe
des caudatum ct kafir ct le groupe des durra. Ces groupes se distinguent princi-
palement par leur comportement en culture. Ces résultats traduisent certaine-
ment I'adaptation des races aux modes de culture, aux utilisations particulieres
et aux contraintes biotiques et abiotiques. Ainsi, les guinea, tout comme les
bicolor, sont des sorghos rustiques de zones humides, adaptés a la culture
extensive. Les durra sont des sorghos rustiques de zones séches et, occasion-
nellement, des sorghos de décrue, tandis que les caudatum et les kafir se pré-
sentent comme les sorghos les plus modernes, les mieux adaptés a une culture
semi-intensive, voire intensive.

Plus récemment, AppA RAO et al. (1996) ont étudié prés de 4 000 accessions de
sorghos originaires de différents Etats de I'Inde et présents dans la collection de
I'ICRISAT a l'aide de 14 descripteurs morphologiques et agronomiques. Dans
ce travail, les données n’'ont pas été traitées par les analyses multivariées. En
revanche, les analyses descriptives univariées indiquent une grande diversité
morphophysiologique avec une diversité inter-Etats plus forte que la diversité
intra-Etat. Toutes les races sont présentes en Inde, mais les durra et leurs inter-
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Figure 4. Analyse factorielle des correspondances sur les caractéres morphologiques.

qualité technologique du grain, de résistance a des stress biotiques et abio-
tiques — afin de mieux comprendre leur réle dans I’évolution des sorghos.
Contribuent-ils a I'élargissement de la variabilité génétique tout en évoluant
vers un type parental ? Sont-ils maintenus ou en permanence produits et éli-
minés ¢ Leur compétitivité face aux races pures serait tres forte au Tchad si on
en juge par la nature des races qui sont traditionnellement en culture dans cette
région (YAGouA, 1995). En revanche, la situation semble différente en Ethiopie,
ou TesHOME et al. (1997) indiquent la présence de cinq races en culture, dont

quatre sont des races « pures ».

La diversité génétique

révélée par les marqueurs enzymatiques

L’analyse du polymorphisme enzymatique des sorghos cultivés a fait I'objet de
travaux réalisés aux Etats-Unis et en France au cours des dix derniéres années
(MORDEN et al., 1989 ; OLUTRAULT et al., 1989b ; ALDRICH et al., 1992 ; DEGRE-

MONT, 1992),
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Figure 5. Diversité génétique des sorghos cultivés révélée par les marqueurs enzymatiques.

L'appartenance raciale est indiquée sur I'arbre du haut et l'origine géographique sur I'arbre du
bas. L’arbre a été construit en utilisant I'indice de Dice.
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grace aux échanges géniques. A I'opposé, les caudatum récemment introduits
en Afrique de I'Ouest gardent encore des structures génotypiques liées a leur
origine centre et est-africaine et ne se retrouvent pas dans le groupe d'Afrique
de I'Ouest.

La diversité génétique
révélée par les marqueurs moléculaires

La diversité génétique a tout d’abord été étudiée par ALoRICH et DOEBLEY (1992)
a I'aide de marqueurs RFLP (38 sondes) et par TAO et al. (1993) en utilisant des
marqueurs RFLP (16 sondes) et RAPD (29 amorces). Ces travaux portant sur
des échantillons restreints, de moins de 50 accessions, ne permettent pas
d’observer une structuration raciale ou géographique marquée. En revanche,
leurs auteurs concluent que les marqueurs RFLP et RAPD mettent en évidence
une plus grande diversité allélique que les marqueurs enzymatiques. Cepen-
dant, la capacité des marqueurs a révéler une structuration dépend du fait qu'il
existe ou non une structuration, de la représentativité de I'échantillon analysé,
ainsi que du nombre et du type de marqueurs utilisés. Les travaux de ALDRICH
et DoesLey (1992) portent sur 31 accessions représentant équitablement les
cinq races principales mais échantillonnées dans 10 pays répartis inégalement
entre les quatre grandes régions d'Asie et d'Afrique. De méme, les 36 acces-
sions étudiées par TAO et al. (1993) ne sont représentatives ni de la diversité
raciale ni des grandes aires de distribution des sorghos.

L'étude a I'aide de 33 sondes RFLP de Deu et al. (1994) a porté sur un échan-
tillon de 94 accessions, qui tenait compte de la diversité raciale et géogra-
phique des sorghos. Elle met en évidence un pdle Afrique australe, dont la
variabilité génétique est plus restreinte que celle de I’Afrique de I’Ouest ou de
I'Afrique de I'Est et du Centre. Ces lravaux onl aussi révélé une différenciation
raciale. Hormis les accessions de type bicolor, qui ne constituent pas un
ensemble homogene, les races caudatum, durra et kafir forment trois groupes
distincts, tandis que les guinea sont scindés en trois sous-groupes : les guinea
d’Afrique de I’Ouest, les guinea d’Afrique australe et les guinea marga-
ritiferum. Cette étude confirme la structuration interne aux guinea observée
avec les isoenzymes et permet la distinction de races non révélée par les
caracteres morphologiques (caudatum et kafir) ou enzymatiques (caudatum et
durra).

L’étude réalisée par Cui et al. (1995) avec 61 sondes RFLP sur 41 accessions
montre une structuration raciale moins nette puisque les kafir et les guinea
d’Afrique australe et d’Asie forment un seul groupe. Cette étude met aussi en
évidence l'originalité d'un guinea margaritiferum, qui se trouve plus proche
des sorghos sauvages que des sorghos cultivés. Pour les auteurs, ce regroupe-
ment est en accord avec le phénotype plutét « sauvage » de cette accession.
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autres accessions identiques avec les RFLP portent des alléles différents a trois
locus enzymatiques (END, HEX et LAP). La combinaison des marqueurs isoen-
zymatiques et RFLP permet de discriminer toutes les accessions a I’exception
de deux couples formés par deux caudatum, d'une part, et deux guinea rox-
burghii (Gro), d’autre part. Dans ces conditions, il serait intéressant d'identifier
la combinaison minimale de marqueurs isoenzymatiques et RFLP qui permette
d’identifier la totalité des génotypes, puis'de tester son efficacité sur d’autres
ensembles d’accessions.

La comparaison des structures révélées par les différents marqueurs montre
que la forte diversité morphologique des sorghos guinea s’accompagne d'une
grande diversité génétique, avec trois groupes de différenciation nettement
marqués par les RFLP. En outre, elle indique que les sorghos caudatum et
durra, bien différenciés sur le plan morphologique, constituent deux groupes
dont la proximité génétique est mise en évidence par les marqueurs isoenzy-
matiques et RFLP. De plus, les kafir, relativement homogenes du point de vue
morphologique, sont génétiquement plus proches des guinea d’Afrique aus-
trale que des autres sorghos.

En fait, bien que les structurations obtenues avec les trois types de marqueurs
ne soient pas parfaitement superposables, celles-ci concordent avec les
connaissances acquises sur le sorgho.

O Les sorghos sont préférentiellement autogames, mais I'allogamie naturelle
existante, bien que faible parfois, est favorisée par les pratiques culturales tra-
ditionnelles. De ce fait, les brassages génétiques augmentent la diversité mor-
phologique (dans la limite de la sélection pratiquée) et surtout la diversité
génétique pour les caractéres, isoenzymatiques et moléculaires, sélectivement
neutres a priori.

0 Les guinea margaritiferum possédent la structure génétique la plus différen-
ciée au sein des sorghos cultivés. Deu et al. (1995) ont montré que ces guinea
présentent un polymorphisme mitochondrial qui les distingue de tous les
autres sorghos, cultivés ou sauvages, appartenant a I'espéce S. bicolor. Du fait
de leurs caractéristiques génétiques et agromorphologiques, ces guinea pour-
raient susciter I'intérét des sélectionneurs.

O Les guinea d'Afrique australe sont plus proches génétiquement des kafir
que des autres guinea. En fait, ces deux groupes de sorgho partageant la méme
aire de distribution, les flux de génes se produisent naturellement. La diversité
intragroupe augmente donc au détriment de la diversité intergroupe.

Il existe d’autres méthodes pour comparer les informations fournies par diffé-
rents marqueurs. Lutilisation du test de Mantel et la construction d’arbres
consensus ou d’'arbres communs minimaux en sont des exemples. Dans le pre-
mier cas, des coefficients de corrélation, r, entre les matrices d’indices de simi-
larité produites a partir des différents marqueurs sont calculés. L’accent est
alors mis sur la valeur des distances entre individus. La signification du r cal-
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Figure 6. Représentation des arétes communes (en gras) aux arbres construits a partir des don-
nées morphologiques (en haut) et moléculaires (en bas).
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tants de 12 centimorgans, qui présentent un coefficient V de Cramer de 0,24 ;
les couples de locus HEX et LAP, DIA et LAP, AMY et EST-C, avec un coeffi-
cient d’association de 0,45, 0,36 et 0,34 respectivement, et indépendants
génétiquement. En considérant la corel et la coreM, on constate que, pour les
couples AMY - EST-C et HEX - LAP, les associations sont maintenues et ne sont
pas dues au hasard (test exact de Fisher significatif pour corel, trés significatif
pour coreM, dans les deux cas). Pour les couples DIA - LAP et PAB - LAP, a
I'inverse, les associations sont rompues dans les deux core collections (test
exact de Fisher non significatif).

La cartographie de I'ensemble des caractéres morphologiques et enzymatiques
ainsi que la recherche d’associations incluant les marqueurs moléculaires sont
a approfondir. Elles devraient fournir des informations intéressantes pour
mieux préciser le jeu de caracteres a prendre en compte dans la constitution
de core collections et pour faire la part entre structures coadaptées a inclure
dans la core collection et déséquilibres de liaisons.

Conclusion

Les études portant sur la diversité génétique montrent tout d’abord qu’il existe
une forte variabilité chez les sorghos cultivés. Onze locus enzymatiques sont
polymorphes dans notre étude, 13 dans celle de MorDEN et al. (1989) et 18
dans celle de OLuTRAULT (1989b). Prés de 75 % des sondes hétérologues de
mais, en combinaison avec deux enzymes de restriction, s’hybrident avec de
I’ADN de sorgho et révelent du polymorphisme (Deu et al., 1994). Dans cette
étude, chaque locus (enzymatique ou révélé par RFLP) est représenté en
moyenne par 2,8 a 3 alléles.

Les marqueurs moléculaires RFLP permettent de discrimer quatre des cing
races botaniques majeures décrites par HARLAN et DE WET (1972). Ces races
présentent une variabilité génétique plus ou moins importante et structurée.
Ainsi, la race kafir apparait trés homogéne, alors qu’on observe une forte struc-
turation a l'intérieur des guinea, en partie reflet de centres de diversification
secondaires.

Les structurations observées a I"aide des marqueurs enzymatiques et morpho-
logiques ne coincident pas parfaitement avec la classification raciale. Cer-
taines races constituent des ensembles qui traduisent des comportements en
culture semblables (bicolor et guinea d'une part, caudatum et kafir d’autre
part, avec les descripteurs morphologiques) ou une aire d’origine commune
(caudatum et durra, avec les marqueurs enzymatiques).

De maniére générale, on considére que les marqueurs moléculaires et enzy-
matiques sont neutres a I’égard de la sélection. Les différences dans la structu-
ration de la diversité génétique révélées par les deux types de marqueurs
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Annexe

Matériel végétal

L’échantillon de sorghos cultivés (S. bicolor subsp. bicolor) initialement utilisé com-
prend 230 accessions, dont 136 ont été étudides par CHANTEREAU et al. (1989) et Ouui-
TRAULT et al. (1989b) et 63, principalement de race guinea, par DeGRemONT (1992). Ces
sorghos sont des variétés traditionnelles issues des collections de I'ICRISAT ou du Cirad.
Les données morphologiques et enzymatiques sont disponibles pour les 230 accessions.

L'analyse par les RFLP a porté sur 92 accessions, choisies parmi les 230 selon deux cri-
teres : |‘origine géographique et la classification raciale. Soixante-quatorze font partie
de I'échantillon analysé par Deu et al. (1994) ; les 18 autres appartiennent en majorité a
la race guinea.

Etude enzymatique

L'analyse a porté sur 8 systéemes enzymatiques révélant 11 locus polymorphes : alcool
déshydrogénase (ADH), amylase (AMY), diaphorase (DIA), endopeptidase (END), esté-
rase (EST), hexokinase (HEX), leucine aminopeptidase (LAP) et phosphatase acide (PA).

Les protocoles expérimentaux ainsi que les interprétations génétiques des zymo-
grammes sont décrits par OLLITRAULT et al. (1989a) et DEGREMONT (1992).

Etude morphologique

Les dispositifs expérimentaux sont décrits par CHANTEREAU et al. (1989) et DEGREMONT
(1992).

L’analyse a porté sur 21 caractéres morphologiques communs a ces deux études. Les
descripteurs signalés par un astérisque appartiennent a la liste recommandée par
I"IBPGR. Dix variables qualitatives ont été retenues : anthocyane des feuilles (Ant)*,
aristation (Ari)*, couche brune du grain (Cbr)*, couleur du grain (Cgr)*, compacité de la
panicule (Cpa)*, forme du grain (Fgr)*, forme du pédoncule (Fpe), longueur des glumes
(Log)*, ouverture des glumes (Oug) et vitrosité du grain (Vit)*. Onze variables quantita-
tives ont été mesurées sur la tige principale : diametre de la tige (Dtp), hauteur de la
tige (Htp)*, longueur de la panicule (Lpa)*, largeur et longueur de la 3¢ feuille sous-
paniculaire (Laf et Lof), longueur du pédoncule (Lpe), nombre d’entre-nceuds (Nen),
nombre de jours entre le semis et 50 % d’épiaison (Nje)*, nombre de talles utiles
(Ntu)*, poids de grains par panicule (Pgp) et poids de 500 grains (P5g)*.

Etude par RFLP

Trente-et-une sondes génomiques de mais, qui correspondent a 50 combinaisons
sonde-enzyme révélant du polymorphisme, ont été utilisées. Ces sondes, réparties sur
I'ensemble du génome, représentent des séquences uniques ou trés faiblement répé-
tées. Les combinaisons sonde-enzyme sont identiques a celles qui ont été décrites par
Deu et al. (1994), a deux exceptions prés : la combinaison Umc 38-Hindlll a été éli-
minée, tandis que le couple Bnl 7.49-Xbal a été ajouté.
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Liste des abréviations

AAT aspartate aminotransférase

ACM analyse des correspondances multiples
ACoP analyse en coordonnées principales
ACP analyse en composantes principales
ADH alcool déshydrogénase

ADN acide désoxyribonucléique

ADNc ADN complémentaire

ADNcp ADN chloroplastique
ADNmt ADN mitochondrial

ADNr ADN ribosomique

AFLP™™ amplified fragment length polymorphism
AFC analyse factorielle des correspondances
AFM analyse factorielle multiple

AMP aminopeptidase

TDC tableau disjonctif complet

AFTD analyse factorielle sur tableau de distances
ARN acide ribonucléique

CAH classification ascendante hiérarchique
CAT catalase

DAF DNA amplification fingerprinting

EST estérase

FISH fluorescent in situ hybridization

GISH genomic in situ hybridization

GOT glutamate oxaloacétate transaminase
ICD/IDH  isocitrate déshydrogénase

ISSR inter-simple sequence repeat

LAP leucine aminopeptidase

MDH malate déshydrogénase

PCR polymerase chain reaction

PER peroxydase

PGD 6-phosphogluconate déshydrogénase
PGl phosphogluco-isomérase

PGM phosphoglucomutase

PIC polymorphism information content

QTL quantitative trait loci

RAPD randomly amplified polymorphic DNA
RFLP restriction fragment length polymorphism
SKDH shikimate déshydrogénase

SSR simple sequence repeat

UPGMA unweighted pair group method with average
VNRT variable number of tandem repeat

WPGMA  weighted pair group method using average
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Dans les années 60, la communauté scientifique prenait
conscience des menaces que les perturbations des milieux
naturels et I'expansion des variétés modernes faisaient peser sur

les ressources génétiques de nombre d’especes cultivées.

Elle s’est alors mobilisée pour collecter ces ressources. C'est ainsi
qu’une multitude de collections ont été rassemblées a travers

le monde. Aujourd’hui, ces collections ont atteint une taille

qui rend difficiles leur entretien et leur caractérisation. La question
de leur gestion se pose de maniére aigué. Conservation, évaluation,
utilisation des ressources génétiques doivent étre repensées.

Pour répondre a ces préoccupations, Frankel et Brown ont introduit
dans les années 80 le concept de core collection : un échantillon
d'accessions issues d’une collection plus vaste et choisies pour
représenter au mieux le spectre de diversité existant. Mais sur quels
criteres et avec quels outils constituer cet échantillon ?

Les caractéres agronomiques, prioritaires pour le sélectionneur, sont
parfois difficiles a évaluer et leur déterminisme génétique est souvent
complexe. Les marqueurs génétiques moléculaires, qui n’ont aucune
utilité directe, révelent une structuration de la diversité, qui peut
servir de base pour construire une core collection. Les relations

entre ces deux niveaux de variabilité sont mal connues : les différents
types de marqueurs moléculaires sont-ils équivalents ? de fortes
structurations a I'échelle moléculaire sont-elles systématiquement
associées a de fortes structurations pour les caractéres agronomigques ¢
les structures a ces deux niveaux sont-elles alors concordantes ?

Les outils statistiques, qui permettent d’analyser les ressemblances
entre les individus ou les populations, sont indispensables pour
repérer une éventuelle structuration de la diversité. Mais quelle
méthode est la mieux adaptée a chaque type de marqueur, quelle
est la fiabilité de I'image qu’elle donne de la diversité et quelle
signification biologique peut-on lui accorder ?

Cet ouvrage apporte des éléments de réponse a ces questions

en partant de I'étude de la diversité génétique de onze plantes
tropicales. Trois chapitres méthodologiques — sur le marquage
biochimique et moléculaire, I'analyse des données et la constitution
de core collections — viennent compléter ces études.
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