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Préambule

La culture de I'hévéa s’est considérablement dénmde en Asie du sud-est depuis le début
du XXeme siécle et représentait, avec 9.23 milldasonnes, 93% de la production mondiale
de caoutchouc naturel en 2006. Toutefois si cétgon du monde a su faire preuve d’'un
important dynamisme agricole au cours des derni€g®nnies, notamment en ce qui
concerne la production de caoutchouc naturel (plide par 3.9 en 40 ans), il est probable
qgue le développement futur de I'hévéaculture casgaun rééquilibrage en faveur d’autres
zones de production et notamment de ’Amériquenieati.’Asie du sud-est deviendra en effet
de plus en plus une région ou s’accentuera laipressr les terres cultivables, en raison de la
conjonction de plusieurs facteurs : forte denséédpulation humaine, possibilités limitées
d’extension des terres agricoles au détriment dass naturelles, concurrence entre cultures
vivrieres ou de rente. Plusieurs pays de cettonéfVietham, Thailande, Chine) sont déja
contraints d’établir leurs nouveaux projets d’esien de I'hévéaculture dans des régions qui
ne sont pas pourvues de conditions écologiquesales pour la culture de I'hévéa : climat
trop froid ou trop sec, acidité des sols. Par astér, les régions équatoriales et tropicales du
continent sud-américain sont caractérisées partigse faible densité de population, des
superficies agricoles importantes, une moindre aoerace de la part de cultures de rente
importantes comme le palmier & huile. Elles comstit donc un réservoir important de terres

potentiellement disponibles pour la culture dede

Cependant, la présence du parabfierocyclus uleidans toute la région intertropicale de
’Amérique Latine constitue un frein a I'expansiale I'hévéaculture. Ce champignon,
responsable de la maladie connue sous le nom dé 8merican Leaf Blight (SALB) est en
effet a l'origine d’attaques foliaires qui, lorselles s’exercent sur des arbres de cultivars
sensibles, peuvent par leur fréequence et leur sitteprovoquer des défoliations partielles ou
totales pouvant aller jusqu’a la mort des arbres tones climatiquement les plus favorables
a la culture de I'hévéa sont également celles 08AEB rencontre les conditions les plus
propices a son développement épidémique, et it aless possible de cultiver dans de telles
régions que des cultivars résistants, généraledwproductivité mediocre. Les cultivars les
plus productifs, la plupart du temps trés sensialeSALB, ne peuvent étre cultivés que dans
des régions dites d’esquive, ou les conditions afiiqgues ne permettent pas un



développement épidémique important. En contrepacte conditions climatiques en zone

d’esquive limitent également le potentiel produdgf cultivars élite qui y sont plantés.

L’obtention de cultivars a la fois résistants auLBAet avec un fort potentiel de production
est donc un objectif important de la sélection étate de I'hévéa pour tous les pays
américains producteurs de caoutchouc naturel. LeBSAriginaire comme I'hévéa du bassin
amazonien, ne s’est pas jusqu’ici propagé en deHarcontinent américain, ou il est
endémique partout ou se pratique la culture dev€agdepuis I'état de Sado Paulo au sud du
Brésil, jusqu’au sud du Mexique. Sa présence dasszbnes de forte production de
caoutchouc d’Asie et d’Afrique n'a encore jamaig @entionnée, mais cette éventualité
représente une véritable épée de Damocles dansesarren ou les cultivars hautement
productifs plantés dans ces régions sont sans &xcepes sensibles au SALB. L’obtention
de cultivars résistants et productifs est donc bjeatif qui intéresse également ces régions
encore indemnes de SALB, afin d’anticiper une avelig extension de I'aire de répartition

du parasite.

Les travaux présentés dans le cadre de cette Visesd a identifier de nouveaux facteurs de
résistance dans les ressources génétiques actartleiimponibles afin de les utiliser dans les

programmes d’amélioration génétique.
Le présent document est divisé en cing grands treapi

- Présentation de I'état de nos connaissances datmt@ne au démarrage de nos travaux
et description des méthodes utilisées communeswatnes chapitres.

— Nouveaux résultats concernant le cultivar RO 38e Uginterprétation du type de
résistance présentée par ce cultivar, sur la baseadticle paru en janvier 2007 dans la
revueNew Phytologist

— Détection de nouveaux facteurs génétiques liésearésistance durable au SALB chez le
cultivar MDF 180. Ce chapitre est composé pouri@aftin article paru en décembre 2008
dans la revu€rop Protection

— Structuration de la diversité au sein de populati@mazoniennes provenant de différentes
prospections représentées dans une collectiontexesi Guyane, chapitre basé sur un
article soumis pour publication dans la reVuee Genetics and Genome

— Etendue du déséquilibre de liaison au sein de ptipns naturelles et application a la

détection de facteurs de résistance par étudeatias®on



Ces cinq parties sont suivies d’'un chapitre de losien et perspectives.

L’ensemble des travaux décrits dans cette the$é aeaélisé dans les installations du Cirad, a
Montpellier et sur deux sites expérimentaux en @aydl sera souvent fait référence dans la
suite de ce document a ces trois localisationsi anmsis présentons succinctement ci-dessous

leurs caractéristiques ainsi que le type d’actigiiéy a été conduit.

— A Montpellier dans les laboratoires de TUMR Dévgb@ment et Amélioration des Plantes
ont été menées toutes les activites de génétiquécalaire et dinterprétation des
résultats. Le génotypage (préparation des plaqR@R, migration, lecture automatisée et
analyse des gels) a été réalisé sur le plateawligigque et génotypage du Groupement
d'Intérét Scientifigue Montpellier Languedoc-Rollesi Genopole®.

— La station expérimentale de Combi en Guyane esésisur la commune de Sinnamary.
Elle comprend une pépiniére permettant la multgian clonale (semis de porte-greffe,
réception de bois de greffe, greffage, transfert ndatériel végétal), ainsi que des
superficies expérimentales situées en zone de [oi@kire utilisées pour 'établissement
de collections ex-situ, d’'essais variétaux, d’essais de descendance, saises
épidémiologiques. Cette station est située darmome de répartition naturelle du genre
Hevea, et du champignoMicrocyclus ulei.

— Le principal centre de recherche du Cirad en Guyesiesitué a Kourou. Parmi d’autres
équipements, se trouve un laboratoire de phytopmile permettant lisolement de
souches de champignon, leur culture in vitro, leockage. C’est dans ce laboratoire que
sont également effectuées les lectures de sympt@omeseuilles ainsi que I'extraction
d’ADN a partir d’échantillons foliaires. Ce centtemporte également des serres ou sont
entreposées provisoirement les plants d’hévéa rdssta étre inoculés, ainsi qu’une
enceinte climatique (désignée généralement dassita du document comme « chambre
d’'inoculation »), au sein de laquelle les condisiod’éclairement, de température et

d’humidité sont optimales pour le développementdele sur feuilles non détachées.






Chapitre1 - Introduction

Les interactions entre un parasite et sa plante §@jpparentent la plupart du temps a une
perpétuelle course aux armements (Stahl & BishdR0Par sélection alternée de formes
génétiques mieux adaptées, résistance renforcée ldifte et contournement de cette
résistance chez le pathogéne, et par leur diffuaiorsein de leurs populations respectives,
s’entretient une coévolution entre les deux acteurpathosystéme. Tout retard pris par un
des acteurs dans cette course incessante estrmagpitisanctionné par une perte de capacité
adaptative préjudiciable a la survie des populatiooncernées. C’est la fameuse métaphore
de la Reine Rouge développée par Van Valen (193@) rendre compte de la nécessité pour
les étres vivants d’évoluer sans cesse afin deecoas leur degré d’adaptation a leur

environnement.

Le cas des pathosystémes impliguant un héte pérernorg cycle complique sensiblement
I’équilibre coévolutif dans la mesure ou la rapgdit’'évolution du parasite est généralement
largement supérieure a celle de I'héte, et lui eotdonc un avantage certain. Cet écueil peut
toutefois étre surmonté dans des populations rkgsirpar la grande diversité génétique de
I'héte, ainsi que par sa faible densité de peupldnm® permettant pas au parasite de
proliférer au point de mettre en péril la surviel'tiéte. Le cas des plantes pérennes cultivées
ou I'on rencontre frequemment des densités éleddepeuplements génétiquement tres
homogénes est encore bien plus complexe : toutesoleditions semblent alors réunies pour
gue le pathosysteme soit complétement déséquéibf@veur du pathogéne et aboutisse a des
épidémies dévastatrices. C'est ce qui explique serablablement les échecs ayant
accompagneé les premieres tentatives de plantati@véhs a grande échelle sur le continent
Sud-Américain : des variétés hautement sensiblepardant rapidement leur résistance,
plantées a forte densité et mises en présencepdithogéne destructeur et a forte capacité
d’adaptation, Microcyclus ulei. Tout concourait & ce que ces premieres plantties
soldassent par dimportantes pertes (Dean 1987)pddttant, plus de 70 ans apres ces
premiéres tentatives, des plantations d’hévéaseatria croitre dans des régions fortement
infestées paM. ulei, méme si ces plantations n’ont pas les performago&n en attendrait

dans d’autres régions du monde exemptes de maladig=ures de I'hévéa. Il existe donc



chez I'espécdievea brasiliensis ou chez des especes apparentées des résistassédgrt
une certaine efficacité vis-a-vis des attaquelidelei.

Pour reprendre la métaphore guerriére de la caurs@rmements, le rééquilibrage des forces
en faveur de I'hévéa nécessite d’'une part une euedl connaissance de I'ennemi, et d’autre
part la possibilité pour I'hévéa d’avoir recourdeénouvelles armes défensives ayant fait leur
preuve sur d’autres champs de bataille, d’étre ldapae changer ces armes en fonction de
I’évolution de I'armement de l'adversaire, et agdie de cumuler ces différentes armes en un
méme lieu. En d’autres termes plus pacifiques, dews d'études sont essentiels et doivent

étre menés concomitamment :

— Une meilleure connaissance b ulel, son développement épidémique, la biologie du
cycle du champignon, la diversité génétique et &miabilité des populations, les
mécanismes de virulence.

- L’identification chezHevea spp. de formes variées de résistance, des mécanisnsesmmi
ceuvre dans les interactions awdculel, pour une intégration de ces résistances dans des

génotypes performants et la gestion des résistankéshelle des peuplements.

La présente étude concerne uniquement le deuxigenprasenté ci-dessus, et principalement
I'identification chez H. brasiliensis de formes nouvelles de résistancaulei. Dans un
premier temps sera soulignée la fragilité de lalesasopurce de résistance décrite jusqu’a
présent. Nous chercherons ensuite a caractérisemouvelle résistance par I'étude de la
descendance en seégrégation d'un génotype partemlent performant. Enfin nous
évaluerons la possibilité d’identifier par génédqiiassociation d’autres alléles de résistance
au sein de populations sauvages apparentées adoslleprovient le génotype performant

évoqué ci-dessus.

Plusieurs théses de doctorat ont été soutenue®ws des vingt dernieres années sur la
thématique globale de la génétique de I'hnéveéa ¢irderactionMicrocyclus ulei /Hevea sp :
composants de la résistance en conditions natsiredie contrélées (Rivano 1992),
identification de clones et analyse de la diversi® I'hévéa (Besse 1993), aspects
histologiques et biochimiques de la résistance ¢i@at995), cartographie génétique de
I'hévéa et déterminisme génétique de la résistdhespinasse 1999), et épidémiologie a
petite échelle en milieu amazonien (Guyot 2007)s @ecuments contiennent tous des

syntheses bibliographiques tres completes surtdhiggie de la production de caoutchouc



naturel a partir de I'espéttevea brasiliensisdepuis I'exploitation d’arbres sauvages en forét
amazonienne jusqu’aux plantations modernes d’AsiéAdrique, ainsi que sur les premieres
identifications deMicrocyclus ulej et les mesures adoptées en Amérique Latine patertde
résoudre le probleme causé par cette maladie dandture de I'hévéa. Nous ne reviendrons
pas ici sur cet aspect historiqgue. Cette partielimitera donc a la présentation des
informations nécessaires a la compréhension degit@® suivants, c'est-a-dire: une

présentation de I'espetevea brasiliensigainsi que celle du champigndficrocyclus ulei

Une revue de quelques exemples de disséminatiqgraiti®geénes sera également proposée,
afin de replacer cette étude dans le contexte @gpaomique de la culture de I'hévéa.

Enfin, cette partie se terminera par une descripties méthodes communes aux chapitres
suivants du document, particulierement pour cecqucerne la caractérisation de la maladie
causée pavl. uleiainsi que la description de la diversité génétidge® individus au moyen de

marqueurs moléculaires.

1.1. L’espece cultivée Hevea brasiliensis
1.1.1. Généralités

Le genreHeveaappartient selon la classification phylogénétigu®rdre desMalpighialeset

a la famille desEuphorbiaceaela revue taxonomique la plus récente, éditéeSudmultes
(1990), fait état de dix especes dont trois congmbrén outre plusieurs sous-espéces. L'aire
de répartition naturelle du genHeveas’étend sur une grande superficie de ’Amazonie au
sens large (bassins de '’Amazone et de I'Orénoplaéeau des Guyanes) recouvrant les états
de Bolivie, Brésil, Colombie, Equateur, Guyana, &wy Francaise, Pérou, Surinam et
Venezuela. La plus vaste répartition est celle @spéceH. guianensigFigurel.l). Dans les
zones de recouvrement entre aires de répartitienedpéces (cas dé. brasiliensis, H.
guianensis, H. paucifloratH. benthamianan Amazonie occidentale), peuvent se rencontrer
des hybrides interspécifiques spontanés et feliethert 1947). Il existe donc un continuum
de flux génique sur I'ensemble du gemteveaqui constitue le pool génétique primaire de

I'espéce cultivée.



'Hevea camporum Ducke 'Hevea spruceana (Benth.) Muell.-Arg.
*Hevea camargoana Pires *Hevea paludosa Ule
*Hevea rigidifolia (Spr. ex Benth.) Muell -Arg.

Figure 1.1. Aires de répartition des différentes especes duegdevea (d'aprés Priyadarshan &
Gongalves 2003)
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Cette possibilité d’hybridation entre especes apqmaes a fréquemment été mise a profit par
les sélectionneurs afin de tenter d'introgressarsdiéespéce cultivédd. brasiliensis des
caractéres d’intérét provenant d’autres especespomment la résistance au SALB
(Goncgalves 1968 ; Pinheiro et al.1984 ; Junqueirale 1990 ; Lespinasse et al. 2000b ;
Priyadarshan & Gongalves 2003 ; Le Guen et al. 2003

L'espece cultivée, longtemps considérée commeétdgtioide, a clairement été identifiee
comme diploide par Lespinasse et al (2000a). L& tdu génome déd. brasliensis est
estimée a 2.1xf@aires de bases (Bennett & Leitch 1997).

L’hévéa est un arbre a croissance relativementleamiont la taille peut atteindre 40 m dans
les peuplements naturels. Peu de données diremtesdsponibles sur la longévité dé
brasiliensis, mais une étude récente fait état d’une longéuitgenne de pres de 300 ans chez
'espece apparentéél. guianensis en Amazonie centrale (Laurance et al. 2004). Des
spécimens de I'espedd. brasiliensis d’'un age attesté supérieur a 120 ans sont égalemen
toujours présents dans certains jardins botani@sestiques (George & Kuruvilla Jacob,
2000). La durée de vie économique d'un hévéa detgtian est beaucoup plus limitée,
n'excédant généralement pas 35 ans, age auquelbdess sont abattus pour procéder a un
nouveau planting. La circonférence du tronc pegiradre couramment 3m pour les arbres de
forét les plus ageés. En plantation, le développendes arbres est fortement diminué en
hauteur et en circonférence du fait du traumatisngendré par la saignée pratiquée
régulierement (Gohet 1996).

L’hévéa adulte perd ses feuilles et les renouvetlaque année, le plus souvent de facon
synchrone sur un méme arbre. Les feuilles nouwelle émises sont groupées en unités de
croissance a I'extrémité des rameaux, constituéasune d’'une quinzaine de feuilles. Les

feuilles sont formées de 3 folioles a I'extrémitérdpétiole.

La floraison est déclenchée par une forte intertitéayonnement solaire (Yeang 2007) et
peut survenir une a deux fois par an en fonctiodadetitude. L’hévéa est monoique, les
fleurs males et femelles de petite taille (4mm esy@mne) sont distinctes et groupées en
inflorescences en forme de grappes (Figure 1.23.fleurs femelles, moins nombreuses que
les males, sont disposées a I'extrémité des adamipes et secondaires de l'inflorescence.
Sur une inflorescence donnée, les fleurs malesemtria maturité avant les fleurs femelles

(protandrie). Le mode de reproduction est doncépeditiellement allogame. Il peut cependant
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y avoir chevauchement des floraisons males et femsur un méme arbre et donc possibilité
d’autofécondation, phénoméne encore accentué dass plantations en parcelles

monoclonales. Qu’elles soient pollinisées natunedet ou manuellement, les fleurs femelles
fécondées ne donneront des fruits que dans en@brides cas (Leconte 1984; Webster &
Baulkwill 1989).

Les fruits arrivent a maturité environ 5 mois ap@g$loraison. Ce sont des capsules a trois
loges contenant chacune une graine. A maturitépdae du fruit éclate en suivant des fentes
de déhiscence situées sur chacune des loges, gerayaque I'expulsion des graines sur

plusieurs dizaines de métres autour des arbres.

fleur femelle

fleurs méles

Figure 1.2. Inflorescences et fleurs d'hévéa (http://www.geopg

Les graines d’hévéa perdent leur pouvoir germinmafiidement ce qui limite leur possibilité

de dissémination tant naturelle que par interventiomaine.

La croissance des rameaux est discontinue et setédse par une période d’élongation
rapide au cours de laquelle I'ensemble du vertidibliaire est émis, suivie d’'une période de
repos correspondant a la maturation des feuillegu(é 1.3.). Chez les jeunes plants
I'élongation des rameaux dure 2 a 3 semaines, @riade de repos également. Une nouvelle

unité de croissance est donc émise toutes les &ilsesnenviron.

Les variétés cultivées en plantation sont prineipent des clones obtenus par greffage en

ecusson sur des porte-greffes issus de graineslobe de greffe est également le procéde
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universellement utilisé pour la conservation deoggpes en collectionsx-situ Il est a noter

gue bien que l'on parle de clones, seule la paégenne tronc/couronne est clonale, le
systéme racinaire étant pour sa part géenétiquenreque pour chaque arbre. En Indonésie,
des variétés populations, constituées d'arbressistugraine ou "seedlings”, sont encore

exploitées, mais ce type de formule variétale gedisparaitre.

NEOFORME

feuilles
glonduloires

>>

feullles
_icailleuses _{ """"" i
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»

/1l
T W

Figure 1.3 Etages foliaires d'un jeune hévéa, et disposi@sverticilles foliaires (d'aprés
Combe & Plessix 1974)

1.1.2. La production de caoutchouc

Nous aborderons ici quelques aspects agro-éconesiigila production de caoutchouc, dont
la connaissance est indispensable a la compréimert@#s contraintes particulieres des
programmes d’amélioration génétique de I'hévéa. ihkrmations reprises ici proviennent

essentiellement de Compagnon (1986).

Le produit récolté dans une plantation d’hévédeskitex, obtenu par saignée des arbres. Ce
latex est produit dans des cellules spécialisegmelégs laticiferes organisées entre le
cambium et I'écorce en manchons concentriques. lagsiferes d'un méme manchon

s’anastomosent entre eux pour former un réseauincorfsyncytium). Le latex est un
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cytoplasme cellulaire comportant plusieurs typeorghinites et de particules dont
majoritairement des particules de caoutchouc gpiésentent plus de 90% de la matiere
séche. Ces particules sont constituées d’'un pobjren cis-polyisoprene en suspension
colloidale dans le latex. Le latex est un produitngétabolisme secondaire, dont la synthese
par I'arbre a un colt énergétigue non négligeafiais dont le rbéle biologique est mal
identifié.

La saignée de I'hévéa consiste a inciser I'écovee an angle prononceé par rapport au plan
horizontal. Cette incision sectionne les manchamscentriques de laticiferes et provoque
I'écoulement du latex qui est guidé par la pentd'elecoche de saignée jusqu’a une tasse
dans laquelle il s’accumule durant quelgues heutdgmque nouvelle saignée d'un arbre
consiste a raviver I'encoche de saignée sur toaitlorsgueur et sur un a deux millimetres
d’épaisseur. Dans les systémes modernes d’expboitaies arbres sont saignés avec une
fréquence d’une fois tous les 3, 4 ou 5 jours,mam plus. Le latex recueilli dans les tasses
de saignée (Photo 1.1.) coagule au bout de plssieemres pour donner deux phases: le
coagulum constitué majoritairement flecis-polyisopréne, et le sérum contenant les autres
constituants cellulaires. Les coagula sont récalé#s les tasses avant la saignée suivante (en
général le jour qui précéde), et acheminés versusige ou ils subiront les traitements
nécessaires (lavage, séchage, pressage) a I'ateddi la matiere premiére "caoutchouc
naturel” utilisée par les industriels. Des produjgnérateurs d’éthylene sont appliqués
régulierement sur I'encoche de saignée afin deustimia production de latex et optimiser la
production par rapport au rythme de saignée.

Photo 1.1. Ecoulement du latex dans la tasssatignée
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Afin de ne pas compromettre leur développement taéiféutur, les hévéas ne sont saignés
qu’une fois que leur tronc a atteint une circomiéeeminimale. En pratique, on ne commence
donc a saigner une parcelle que lorsqu’'un certamhbne d’arbres ont atteint cette valeur
minimale. Un seuil couramment admis est que 50%adieies mesurent au moins 50cm de
circonférence a 1m au-dessus du sol. L’age auqueeparcelle atteint cette valeur dépend du
clone planté, mais est aussi fortement dépendantaleditions de culture : fertilité du sol,
régime hydrique, température moyenne, entretiela garcelle. Il varie généralement entre 5
anneées apres le planting au champ et 10 annéededasituations les plus défavorables. Une
fois mis en saignée, les arbres sont exploitésoatirai tout au long de leur vie utile, avec
toutefois des périodes de repos annuelles de eelspmaines correspondant a la saison de
chute des feuilles et de refoliation (généralement saison séche). La saignée est
généralement pratiquée sur la demi-circonférencérahc et 'incision est toujours dans le
méme sens : du point haut a gauche au point bagita tbrsqu’on regarde I'arbre. On parle
de saignée en "demi-spirale”. La partie du tromensse a la saignée (appelée le panneau
d’exploitation) alterne généralement d’une année I'swtre selon un plan d’exploitation
préétabli (Photo 1.2.) permettant d’optimiser ladurctivité des arbres sur 'ensemble de leur

vie utile.

Photo 1.2. Panneaux de saignée d'hévéa

Sur une parcelle généralement plantée a une densitginant les 500 arbres par hectare, tous

les arbres ne sont pas producteurs. Bien que h&tés plantées soient des clones, il existe
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des interactions génotype/environnement au nivedividuel dues a des modifications tres
localisées du milieu et a la nature non clonalepdtte-greffe. Il arrive donc que certains
arbres n’atteignent jamais le développement véfétatfisant pour étre mis en saignée. Par
la suite, un arbre peut cesser temporairement fanitdéement de produire du latex en raison
de stress biotiqgues ou abiotiques (on parle alanbik "sec"). Des dommages causés a son
écorce peuvent aussi empécher la saignée. Enfinac®dents (vents violents, attaques de
parasites ou de ravageurs) peuvent entrainer |la desr arbres. Le peuplement productif
d’'une parcelle a donc tendance a décroitre au amgsannées d’exploitation. Le rendement
en caoutchouc par arbre, faible chez les jeungsgraugmente fortement par la suite et peut
se stabiliser & des niveaux assez élevés maisegwiept varier fortement d’'une année sur
l'autre en fonction de I'état physiologique desrag) des conditions météorologiques, du
panneau de saignée en cours d’exploitation, deu#dit§ de I'écorce exploitée (vierge ou
régénérée). La rentabilité économique d’'une paradbend donc de la productivité moyenne
a l'arbre, ainsi que de la densité de peuplementgnditionne a la fois le rendement en
caoutchouc par hectare et le colt de la récoltefdible peuplement est plus colteux a
exploiter en raison des trajets plus importantseeatbres productifs). En vieillissant, la
production d’'une parcelle finit par devenir insaéfinte par rapport a son codt d’exploitation,
généralement aprés 25 a 30 années de saignéerdallgast alors abattue puis replantée

avec un clone apportant un progres génétique paoraa celui qui a été éliminé.

1.1.3. L’amélioration génétique de I'hévéa

La difficulté de I'amélioration génétique de I'hévéent & la fois a la durée et a la superficie
nécessaires a |'évaluation de nouveaux génotypesaue faible taux de succes des

pollinisations contrélées.

Ainsi qu'il a été décrit a la section précédentgeyie économique d’'une parcelle d’hévéas se
poursuit frequemment au-dela de 30 ans aprés saaniplace (5 a 10 années improductives
suivies de 25 a 30 années d’exploitation). Au cagrsette longue période les arbres passent
par différentes phases de leur développement auigmg modifier plus ou moins fortement la
productivité de la parcelle, de fagcon temporairasnparfois aussi définitive. Il existe ainsi
des "typologies clonales" de production caractésspour certains clones par une forte

production dés le jeune age, mais qui diminue foet® au bout de quelques années (clones
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dits "quick starter"), pour d’autres clones par @gmentation lente de la production mais
pour atteindre aprés plusieurs années des plataug&s de production ("slow starter”) ; il
existe des clones ayant besoin d’'une importameusdtion afin d’exprimer tout leur potentiel
de production alors que pour d’autres une stimuaéxcessive entraine une surexploitation
physiologique et un arrét de I'écoulement du latéarchitecture de certains clones les rend
particulierement sensibles aux vents violents &irpdfun certain dge mais pas avant;
d’autres sont sensibles aux attaques de parasiteldgeune age mais plus du tout a I'age
adulte etc. Pour toutes ces raisons il ne paraippasible de se prononcer sur la valeur d’'un

nouveau clone en cours de sélection avant de Falsiervé suffisamment longtemps.

Pour des considérations similaires, la superfiéieessaire a I'évaluation clonale ne saurait
étre trop restreinte, au risque de voir cette @taln perturbée par des effets de bordure, de
compétition entre arbres de clones différents, iaque également de ne pas déceler des
particularités générées par ’homogénéité clonale geuplement comme la sensibilité a la

casse au vent.

Enfin, troisieme obstacle a I'amélioration génétigla faible réussite des programmes de
croisements. Que ce soit a la suite d’'une polltrasanaturelle ou effectuée manuellement, la
fécondation de I'ovule est suivie dans 70% a 10@%ahs par I'abscission de la fleur femelle
moins de 15 jours aprées la pollinisation (Lecor?84). Ce phénomene, assez fréequent chez
les fruits tropicaux, n'a pas été élucidé, et reiifticile voire impossible la réalisation de
certains croisements. Les centres de recherchan@fioaation génétique de I'hévéa sont
généralement situés dans des régions ou il existesaison de forte floraison qui peut durer
de 4 & 5 semaines en fonction de la diversité tmges qui y sont présents. Cela présente
'avantage de pouvoir regrouper les activités liéela production de croisements au cours
d’'une "campagne de pollinisation" limitée dansdmps. Au cours d’une telle campagne, une
personne peut difficlement polliniser plus de 1®®00 fleurs par jour en raison de la
pénibilité de ce travail (en plein soleil, présedeemoustiques, souvent sur une échelle ou un
échafaudage), et de l'attention nécessaire a lapulation des petites pieces florales de
I'hévéa. Avec un taux de réussite voisin de 3% r(8td, donc 9 graines pour 100 fleurs
fécondées), ce sont donc entre 300 et 400 graimiesegont produites par une personne au

cours d’'une campagne.

Ces trois contraintes majeures ont conduit les tgdegs et améliorateurs de I'hévéa

travaillant dans divers centres de recherche ar qquter un schéma convergent schématisé
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dans la Figure 1.4. Cette figure, qui comporte alelses de grandeur standard, appelle les

guelgues commentaires suivants :

— Pépiniere Cette phase sert uniquement a assurer la geionrettla croissance des
jeunes plantules dans de bonnes conditions. Aucuatest effectué a ce stade.

— Champ d'évaluation de Seedlings (CE3)es arbres sont regroupés en parcelles

familiales homogénes. Les effectifs par famille vt étre tres hétérogénes, en
fonction des résultats de la campagne de pollioisatUn choix portant sur les

valeurs familiales est effectué a l'issue de cpttase qui peut durer entre 2 et 3
ans. Les criteres de choix sont le développemegétaéf, la production précoce, le

comportement face aux maladies.

— Champ de clones a petite échelle (CCPE$ type d’expérimentation comporte des

répétitions de parcelles élémentaires de petile (@ar exemple 4 répétitions x 12

arbres). L'essai peut également étre structur@mmilles de clones plein-fréres pour
affiner I'appréciation de la valeur génétique deagire famille. Les critéres de

choix sont la croissance, 'architecture de la oone, la production sans et avec
stimulation, la sensibilité aux maladies, I'obséiva éventuelle d’anomalies. Cette

phase est la premiére opportunité d’observer lepastement clonal d’'un génotype

particulier. Elle est donc primordiale.

— Champ de clones a grande échelle (CCAE$’agit de la mise en expérimentation

en vraie grandeur des clones retenus a l'issue GBEC Cette phase doit durer
suffisamment longtemps pour pouvoir évaluer le pentage de gain génétique des
clones retenus par rapport aux clones témoins.déiledonc prendre en compte un
certain nombre d’années de production stabilisééage adulte, et permettre

'observation au niveau local des interactions ekdanvironnement. Les clones
retenus a l'issue de cette phase peuvent étrestestéuperficies monoclonales de
grande taille, ou bien étre directement recommapdés des premieres plantations

industrielles en réseau multilocal.
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Pollinisations manuelles

Nombre Superficie  Densité

1 (ha) (hat)
ty+ 6MOiS = = = - R 4000
| Pépiniere I graines 0.04 100 000
ty+ 14 mois = = = =
Champ d’Evaluation de Seedlings 3000
(CES) plants 15 2500
t,+ 50 mois = =———-
Champ de Clones a Petite Echelle 100 10.0 500
(CCPE) clones
t,+10ans = = =— =
Champ de Clones 10
a Grande Echelle clones 12.0 500
(CCGE)
t,¥25ans = ———
Superficies monoclonales 2 50.0 500
clones
Figure 1.4. Schéma d'amélioration génétique de I'hévéa

Ce schéma de base de sélection de I'hévéa est dangue cadre général d’'une amélioration
pour le rendement en caoutchouc en l'absence deaoaies biotiques fortes telles que des
pressions parasitaires majeures. La prise en cougnte un tel schéma d'un critere de
résistance a un parasite comieulei complique notablement I'ensemble, notamment par la
nécessité de mise au point de tests fiables etigifédde la durabilité des résistances

détectées.
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1.2. Le pathogéne Microcyclus ulei

L'agent pathogéne responsable de la Maladie Sudriganée des Feuilles de I'hévéa (‘South
American Leaf Blight’ pour lequel 'acronyme ‘SALBera utilisé dans la suite du document)

est le champignon Ascomyceéticrocyclus ulei(P. Henn.) von.Arx.

Bien que collectée pour la premiere fois en 190t (1905), il aura fallu attendre 1983 et
diverses dénominations intermédiaires de la foror@diale (ou anamorphe) et de la forme
parfaite (ou téleomorphe) pour que cette especeivieeda dénomination consensuelle de
Microcyclus ulei(Chee & Holliday 1986).

Figure 1.5.

Photo 1.3. Stade B2 de développement foliairegipeoa l'infection paM. ulei

20



En conditions naturelles, 'infection se produit &s jeunes feuilles des unités de croissance
non encore matures, aux stades B1 a C (Hallé &iMAaA68) (Figure 1.5. et Photo 1.3.).
Quatre a cinq jours aprés linfection, commencenapparaitre des lésions sur la face
inférieure des folioles. Ces lésions se couvrerh@ut de dix a douze jours de conidiophores
qui liberent & leur extrémité des conidiosporesqanidies) qui assurent la multiplication non
sexuée du champignon. Ces conidies sont de pgtitgmgules bi-cellulées et cloisonnées
d’environ 50um de longueur, en forme caractérigtida massue (Photo 1.4.). Elles peuvent
étre produites en trés grand nombre et contribaentdéveloppement épidémique de la
maladie (Photo 1.5.).

Photo 1.4.  Conidie dil. ulei au microscope photonique

Photo 1.5. Abondante sporulation conidienne

Les feuilles infectées sont couvertes de Iésioms totaille et le nombre dépendent a la fois
du degré de résistance de l'arbre et de la pregzwasitaire (quantité d’inoculum). Ces
lésions diminuent la surface photosynthétique uligela feuille et peuvent provoquer des
déformations importantes du limbe (Photos 1.6.2).1Les attaques les plus sévéres peuvent
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se traduire par des chutes de folioles et de &jilloire des défoliations de rameaux entiers
ou des arbres dans leur ensemble (Photo 1.8.)étfddiation compléte d’'un arbre est suivie
généralement par une émission générale de nouwslitss de croissance dont les jeunes
feuilles sont & nouveau attaquées par le SALBsscémnditions climatiques le permettent. Un
cycle de défoliations - refoliations répétées seé at@rs en place qui épuise les arbres, leur
confére un aspect chétif, et peut provoquer leut Broquelques mois ou guelques années.

Lorsqu’une feuille attaquée se maintient sur legam apparaissent aprés quelques semaines
en bordure des Iésions et sur la face supériewgdatieles, de petites excroissances noires
appelées stromas (Photo 1.9.). Ces stromas sostitoés de péritheces au sein desquels se
forment les asques contenant chacun huit ascosptiresagit donc de l'organe de
reproduction deM. ulei, siege de la fusion des cellules sexuelles, sudeida méiose qui
produit les ascospores haploides. La présence uasgt d'ascospores est facilement
observable, mais les étapes de fusion des celitilde méiose qui la précedent n’ont jamais
éte décrites. De plus, la présence de stromas edureo des lésions n’implique pas
nécessairement celle d’'asques et d’ascosporesolidesvations systématiques pratiquées sur
les stromas ont montré (Guyot 2008) qu’une proportimportante ne contient pas
d’ascospores. Les mécanismes impliqgués dans lemréou non d’'asques et d’ascospores

dans les stromas n’ont pas été élucidés.

Comme pour un grand nombre de champigndthsulei a besoin pour se développer de
conditions assez précises de température et d'litdmicEn conditions contrélées
d’inoculation de la maladie, le meilleur dévelopggrmest obtenu en maintenant les plants en
humidité relative supérieure a 90% et a 24°C (Rivaf92 ; Gasparotto & Junqueira 1994).
Les études épidémiologiques menées récemment ean&uwgn conditions naturelles (Guyot
2008) révelent que le facteur le plus importantrpdnoculation et le développement de

M. ulei est la durée quotidienne d’humectation des feille
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Photo 1.6. Face inférieure d'une feuille d'héwaaverte de Iésions dé. ulei

Photo 1.7. Etage foliaire d'un jeune plant fortetradtaqué par le SALB

Photo 1.8. Arbres défoliés par une attaque de S@EkB/ane)
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Photo 1.9. Stromas sur la face supérieure d'uniefeu

Chee et Holliday (1986) ont proposé une représentatu cycle biologique déA. ulei,
reprise dans la Figure 1.6.

Aucune étude n’a encore porté sur la diversite tigune deM. ulei, bien que des marqueurs
microsatellites polymorphes aient été définis (Lee et al. 2004). La diversité du pouvoir
pathogene a en revanche fait I'objet de nombreawvatrx (Chee et al. 1986 ; Junqueira et al.
1986a ; Hashim & Almeida 1987 ; Junqueira et aB89Rivano 1997 ; Mattos et al. 2003).
Ces travaux, généralement menés en conditionstdées; ont pour objectif de déterminer les

différences de virulence et d’agressivité entresatu pathogéne.

Dans la suite de ce chapitre et du document, ntilisetons le terme virulence selon la
définition suivante proposée par Shaner et al. Z19%he genetic ability of a pathogen race
to overcome genetically determined host resistambich is effective against other races of
that pathogen, and cause a compatible (diseasejaation” De méme, nous utiliserons le
terme agressivité selon une des définitions praggopar les mémes auteursa property of

the pathogen reflecting the relative amount of dgeneaused to the host without regard to

resistance genes”

Dans le cas du pathosystenMicrocyclus/Hevea la détermination des différences de
virulence et d’agressivité entre races s’effectnepeatiquant en conditions contrélées des

inoculations sur des plants appartenant a des <lapgé manifestent des différences
d’interaction compatible et de sévérité des sympgimJn ensemble de clones d’hévéa
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utilisés pour mettre en évidence ces différencestitoe une "gamme héte" différentielle.
Deux isolats seront considérés comme faisant pdetia méme race du pathogéne lorsque
leurs virulences et leur agressivité seront idemsgsur tous les clones d’'une méme gamme
différentielle. Plus le nombre de clones composarg gamme différentielle est important,
plus la capacité de cette gamme différentielle szrdniner les races entre elles est fine, a
condition que les clones la composant apportens tme information pertinente et non

redondante.

{non-infectiva)

WET WEATHER

> Perithecia
on treas

Y, LEAF FALL

Perithecia on ground

Figure 1.6. Cycle biologique dédicrocyclus ulej d'aprés Chee et Holliday (1986).
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Les différentes études citées ci-dessus font étatedgrande diversité de virulence et
d’agressivité cheM. ulei, ce qui permet de distinguer de nombreuses racegadasite.
L’exemple le plus marquant est celui de I'étudeMigttos et al. (2003), dans laquelle 50
isolats ayant une origine géographique restreioigs(provenaient d’'une méme plantation de
5000 ha) testés sur une gamme différentielle deld@@es d’hévéas ont révélé 36 profils
différents de virulence et d’agressivite.

L’état actuel des connaissances sur le pathosystéiorecyclus/Heveane permet pas pour
linstant d'identifier des genes de Vvirulence/aléence du pathogéne auxquels
correspondraient des genes de résistance/semsidait 'hdte, comme c’est le cas pour
d’autres pathosystemes dont I'héte est une pla@étenme, comm¥enturia/Malus(Bénaouf

& Parisi 2000) ouMelampsora/PopulugPinon 1995). Nous ne sommes donc pas en mesure
de savoir s'il existe réellement des interactiopaggpour gene telles que définies par Flor
(1971), ni sur combien de facteurs de résistancte pa discrimination entre deux clones
d’'une gamme différentielle. Cette méthode est foigeéprouvée et répétable et permet sans
ambiguité de différencier deux races du pathogesues préjuger de la nature et du nombre de

différences génétiques a l'origine de cette diffiéedion.

La possibilité d’une lutte biologique contre le S8\k été évoquée il y a plus de vingt ans lors
de la découverte du champignon hyperparaBitgyma pulvinataqui peut se développer
naturellement sur les stromas d¢. ulei (Junqueira et al. 1986b). Ce champignon
hyphomyceéte est également connu pour colonisdésssns deCercosporidium personatym
responsable du "Late Leaf Spot" de I'arachide @at Taber, 1992). Une caractérisation par
marqueurs moléculaires de 49 isolats de ce champigirélevés sur des lésionsMeulei a

été réalisée par Tavares et al. (2004). Plus réemiiha été montré par bio-essais une action
antagoniste efficace contre les Iésions conidierdeM. ulei (Mello et al. 2006), allant
jusqu’a I'élimination des conidiophores et des dms en 5 jours. Toutefois, le
développement d’'un procédé de lutte biologiquentipmarti des propriétés hyperparasites de
D. pulvinata n’est pas encore d’actualité, nombre de difficltéchniques devant étre
préalablement surmontées (culture a grande éathelde pulvinatg cinétiques comparées des
cycles du parasite et de I'hyperparasite, condstidiapplication en plantation etc.). Encore
plus recemment, deux équipes de recherche, undidim@s et une américaine, ont initié des
études portant sur les microorganismes endophyteshévéa et sur leur antagonisme
potentiel contréM. ulei.

26



1.3. La propagation des maladies cryptogamiquesedyrandes cultures

Le fait queM. ulei soit connu depuis plus d'un siécle et qu’il n’gimais quitté la zone
Ameérique/Caraibes pour envahir les principalesorégiproductrices de caoutchouc naturel
gue sont I'Afrique équatoriale, et surtout I'Asie dud-est, est diversement interprété. Les
opinions oscillent généralement entre deux extréncesix qui pensent que puisgMe ulei

n'a jamais quitté I'’Ameérique c’est qu’il existe desbstacles insurmontables a son
implantation ailleurs, et ceux qui affirment queSALB s’installera un jour sur un autre
continent, et que ce n’est qu'une question de tgi@ashe 2004). Les arguments des premiers
se fondent sur la fragilité des sporeshMleulei qui ne leur permettrait pas de survivre a un
voyage intercontinental, quelque soit le véhiciddrdnsmission, et/ou sur I'existence en Asie
et en Afrique de conditions environnementales pepipes a I'établissement de la maladie.
Les seconds se basent sur le fait que toutes lkegli@sde plantes ont fini un jour ou l'autre
par se répandre sur I'ensemble des zones de gujugecette probabilité de dissémination est
sans cesse renforcée par l'accroissement du volatnele la rapidité des échanges
commerciaux et touristiques internationaux, et puenaladie a déja été transportée par le
passé hors de la zone d’origine naturelle de 'ageémme en Amérique centrale et dans la
zone de la forét atlantique au Brésil.

La menace que fait peser I'éventualité d’'une inictitbn accidentelle du SALB en Asie est
prise au sérieux par les secteurs industriels Hactivité dépend étroitement de la matiere
premiére qu'est le caoutchouc naturel. Cette meeataelayée périodiqguement par des
organes de presse de grande diffusion (Davis 199#millet 2006 ; Couper & Henbest
2007 ; Hertel 2007). Par ailleurd]. ulei est considéré comme une arme biologique
potentielle et comme telle, fait partie d’'une listborganismes dont les mouvements

internationaux sont soumis a un strict contrOle parerses institutions nationales ou
internationales (Madden & Wheelis 2003).

Pour la plupart des acteurs de la filiere "caoutchaaturel", la question : "le SALB
s’installera-t-il un jour en dehors du continent émoain, et si oui & quelle date ? " revét donc
une importance cruciale. Il n'est pas dans nos étenpes de proposer une réponse a cette
question complexe, essentiellement du domainedelémiologie. Cependant, afin d'illustrer
l'intérét que présente ce type de questionnemenis mproposons de faire une revue de
guelques maladies de plantes cultivées et de laeneadont a évolué au cours du temps leur

aire de dissémination. A la suite de cet inventama exhaustif nous essaierons d'identifier
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les points communs et les éléments de divergengeretns quels sont les enseignements que
I'on peut tirer de ces différents exemples. Noumawolontairement limité cette énumération
a quelques exemples documentés de disséminationatiies sur des cultures de plantes
réecemment domestiquées, ou dont l'aire de culttgst ®largie a une époque historique

récente.

Phytophthora infestans / Solanum tuberosum

L’exemple sans doute le plus connu de la propagaltione maladie d’un continent a un autre
est celui du mildiou de la pomme de tePbytophthora infestand.orsque la pomme de terre

a été importée en Europe au X{isiécle, le mildiou n'avait pas été introduit cdnjement,

et 'Europe en est restée indemne jusqu'au milieu XIX®™ siécle. La maladie est
mentionnée pour la premiere fois en Belgique en 845 (Semal 1995), et se répand en
moins de 4 mois a I'Europe entiére. Il semble quehénomene se soit répété dans les années
1970 lorsque de nouvelles races qui jusqu’alorsaigat présentes qu’'au Mexique, ont envabhi
I'Europe et ont supplanté trés rapidement les anese races installées depuis 1845. Dans les
deux cas, il semble que la maladie ait été proppgéé&intermédiaire de tubercules infectés
transportés par bateau en provenance des Amérifjsesserait donc écoulé plus de 200 ans
entre 'introduction de la pomme de terre en Euy@béa premiére introduction du mildiou, et

125 années supplémentaires pour la seconde introdutt parasite.

Hemileia vastatrix / Coffea spp.

Bien que la culture du café ait été introduite enéique centrale et Amérique du sud des la
fin du XVllleme siécle, et que la rouille orangémyoquéee paHemileia vastatrixait été
décrite pour la premiere fois au Sri Lanka en 1&&8ujon 1971), ce n’est qu’en 1970 qu’elle
est signalée pour la premiere fois en Amérique wh Bowden et al. 1971). La rouille
orangée était en fait endémique en Afriqgue de Bestentrale et a été introduite par ’'homme
au Sri Lanka, puis par la suite a toute la zonéicalle d’Afrique et d’Asie. En dépit d’'une
vaste répartition, il aura donc fallu attendre igtle pour quHemileia vastatrixs’installe sur

le continent américain, probablement transportéedes vents d’altitude (Bowden et al.
1971).
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Phakopsora pachyrhizi / Glycine max

La rouille asiatique du soja dueRhakopsora pachyrhiza été décrite au Japon pour la

premiere fois en 1902. Elle est signalée en Afrigeel’est et australe de 1966 a 1998, a
Hawaii en 1994, au Nigeria en 2001, au Brésil ePataguay en 2001, et enfin aux Etats-
Unis en 2004 (Schneider et al. 2005) ou elle esttimenée dans 15 états du sud et de I'est du

pays.

Ustilago scitaminea / Saccharum officinarum

Une actualisation de I'évolution mondiale du chartate la canne a sucre a été réalisée
récemment (Raboin et al 2007), de laquelle proeantes informations exposées dans ce
paragraphe. Avant les années 1940, cette malaéiainprésente qu’en Asie, quelques pays
du sud et de I'est de I'Afrique et les iles de an Indien (Madagascar, Maurice et Réunion).
Sa premiére mention sur le continent américain rden@ 1940 en Argentine (Hirshhorn

1949), d'ou il s’est disseminé vers le Paraguays pel Brésil en 1948 (Veiga 1972). En

Afrique de l'ouest, le premier signalement est aitTchad en 1969, puis le charbon gagne
progressivement tous les pays de la région danarieées 1970. A Hawaii, la maladie est
identifiée en 1971, et au Guyana en 1974 paysta gaquel la maladie se répand a tous les
états caribéens et aux Etats-Unis. Enfin, la maladit détectée pour la premiere fois en
Australie en 1998, avant de s’étendre en 2006 tatl'du Queensland, principale région

productrice du pays.

Mycosphaerella fijiensis / Musa spp.

La maladie connue sous le nom de maladie desmaiess du bananier (ou "black sigatoka™)
a été décrite pour la premiere fois a Fiji en 1963js était déja probablement répandue en
Asie du sud-est et dans le sud de I'Océanie a datee En Afrique le premier enregistrement
date de 1973 en Zambie, et depuis elle a envate tawwone sub-saharienne. Elle est apparue
pour la premiere fois sur le continent américainHmnduras en 1972, et s’est par la suite
étendue au sud du Mexique, ainsi que vers le dielaktteint le Brésil en 1998 (Rivas et al,

2004) et occupe actuellement tout les états dégiam nord de ce pays.
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Moniliophthora perniciosa / Theobroma cacao

La maladie connue sous le nom de balai de sor@steendémique sans doute depuis
longtemps dans la zone d’origine du cacaoyer (BnliBrésil, Equateur, Pérou, Venezuela)
(Purdy & Schmidt 1996). Elle est décrite pour lamrere fois en 1785 et les premiéres
investigations scientifigues sont effectuées en5189 Surinam. Elle s’est propagée assez
lentement aux autres pays de la région Caraibesétrifue centrale pour finalement arriver a
la principale région productrice du Brésil dangdtede Bahia (1989). Cette maladie est celle
qui présente le plus de similitude avec le SALBmpoiqui est de I'évolution de son aire de
répartition. Toutefois, a la différence dicrocyclus on a identifi€ pouMoniliophthora

perniciosaa ce jour plusieurs hétes possibles n'appartguastiu genréheobroma

Cryphonectria parasitica / Castanea spp.

Cet ascomyceéte, responsable de la maladie conmsdesmom de chancre du chataignier est
d’origine asiatique. Il a été signalé pour la premifois a New York en 1904 et a contaminé

toute '’Amérique du nord en 25 ans. Cette maladiasite été introduite en 1938 en ltalie ou

elle s’est propagée et a atteint le sud de la eraacs 1956. Son aire de répartition en Europe
s’étend de nos jours du Portugal a la Républiqguedee (Braganca et al 2007).

Ces quelgques exemples tendent a montrer quedé@ndisation d’une maladie loin de son aire
d’origine est un évenement qui s’est répété de meudes fois dans un passé récent, mais pas
de facon systématique (vdioniliophthorg, et que le calcul de la probabilité de réaligatio
d’'un tel événement sur une durée déterminée efitildifa établir. L’estimation du risque
associé a cet évéenement, qui prend en compte aidald probabilité de réalisation et
I'intensité du préjudice, est donc tout aussi diféi a prévoir, méme si a partir des exemples
ci-dessus il est aisé de se rendre compte querésdires subis dans les régions ou les
maladies ont été nouvellement introduites ont taga@té considérables. De cette difficulté a
formuler des prévisions ressort un besoin accrucdenaissances sur la biologie des

champignons en général (Desprez-Loustau et al 2007)
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Il ressort également de ces exemples gu'il seltagdire de se baser sur le passé historique
d’'un pathosystéme pour essayer d’en prévoir I'é@mtufuture : le fait queMicrocyclus ulei

n'ait pas encore été disséminé en Asie et en Adrajors que des plantations d’hévéa existent
sur ces deux continents depuis bientdt un siéclsigrgfie pas que ces plantations seront a
jamais épargnées par le SALB, pas plus que l'alesdecmildiou de la pomme de terre en

Europe plus de deux siécles apres l'introductiorcelte culture ne permettait d’espérer en

1844 que ce fléau n’atteignit pas le vieux continen

L’évolution des surfaces contaminées par le chadmia canne a sucre illustre quant-a elle

clairement la précarité des mesures phytosanitagasées faire barriere a I'extension d’un

parasite. Le fait que I'Australie, un des pays phgs vigilants en matiere de quarantaine

agricole et qui est de surcroit protégé par somange, n'ait pas réussi a empécher ce parasite
de se répandre dans le pays et de porter ainsidicéj a une de ses principales cultures
industrielles, ne peut que faire douter de I'effibéréelle de telles mesures de protection.

Il semble donc que, parallelement a l'accroissent®# études visant la connaissance du
champignon, la mesure la plus sensée pour antitgrervée d’'un nouveau parasite dans une
région ou il ne sévissait pas encore, consiste \@&logper une stratégie de création et
d’évaluation variétales visant a identifier des ié#s résistantes au parasite identifie,
possédant un fort potentiel de production et adapéix conditions locales de culture. Cette
stratégie est d’autant plus importante lorsquailtuce considérée est pérenne, a long cycle de
production et avec une période végétative impradeicte plusieurs années, et qu’il n’existe
pas de moyens de lutte agronomiques ou chimigudesaads. Si dans le cas d’'une plante
annuelle, on peut envisager de réagir dans l'ugencne arrivée épidémique nouvelle en
emblavant les superficies menacées avec des \arigistantes provenant d’autres zones de
culture, une stratégie de ce type dans le cas diBSJ I'hévéa reviendrait a admettre une
période de transition de plusieurs années avec punduction fortement réduite. Les
conséquences en seraient alors catastrophiquésjugoint de vue social (des millions de
petits planteurs vivent principalement de la cdtuwle I'hévéa en Asie du sud-est)

qu’économique.

Toutes proportions gardées, c’est une catastropheedgenre qu’ont subie les planteurs de
cacao de I'état de Bahia au Brésil ou I'arrivéebailai de sorciere a fait chuter la production
de féves de cacao de 300.000 & 180.000 tonneshatidis années 1990 (Renard 1999). Bien

que la recherche et le développement aient été&nf@mt mobilisés dans de nombreux
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organismes brésiliens dans le but de créer et glienlde nouvelles variétés résistantes, la
production de cacao marchand enregistrée dand tétdBahia n’'a pas retrouvé, vingt ans

apres , le niveau qu’elle avait avant I'apparito@ivioniliophthora perniciosa.

1.4. Méthodes

Dans cette partie sont exposées les méthodes comsnawx quatre chapitres suivants. Les
inoculations en conditions controlées et les mab@galuation des symptémes provoqués par
le SALB y sont détaillés, ainsi que les procédurgses en ceuvre pour le génotypage des
arbres étudiés. Les chapitres 2 et 4 ainsi quedmigre partie du chapitre 3 sont présentés
sous la forme d'articles parus ou a paraitre, tensections matériels et méthodes pourront
donc dans certains cas étre redondantes avectia pg¥sentée ici. Pour les autres chapitres
de ce document, ne figureront dans les parties rrastéet méthodes que les informations

spécifiguement liées a la composition de I'échiantiétudié, aux dispositifs expérimentaux, a

la nature des marqueurs moléculaires utilisés aipsaux diverses méthodes d'analyse

statistique employées.

1.4.1. Caractérisation de l'interactiorHevea / Microcyclus

Cette caractérisation s'effectue par la notatiotageésence et de l'intensité d'expression d'un
certain nombre de parametres a la suite d'unetatiess de plants d'hévea @dr ulei, soit par

un inoculum naturellement présent en plantatioit,fasant suite a une inoculation pratiquée
artificiellement en conditions contr6lées avec deslats déterminés. Nous allons donc
exposer tout d'abord cette méthode d'inoculatiocomditions contrélées.

1.4.1.1. Inoculations en conditions contréés

Ces inoculations sont effectuées dans la chambnecdlation située sur le centre de

recherche du Cirad a Kourou.

Les plants sont maintenus en sacs de pépiniéreapemaute la durée de I'expérimentation
dans la serre a proximité de la chambre d’'inocoetia serre est visitée une a deux fois par

semaine afin de repérer les plants dont I'étagaifelterminal est au stade de développement

32



propice a l'inoculation. Ce stade de développenashie stade B2 tel que défini par Hallé &
Martin (1968) (Figure 1.5.). Les plants ayant atteie stade sont transférés en chambre
d’inoculation dans une limite de 30 plants par jdigxpérimentation, limite imposée par la
superficie disponible dans les box de la chambireodulation (Photo 1.10). Les autres plants
de la serre dont I'étage foliaire terminal a dépass stade B1 sont systématiquement recépés
a la base de cet étage foliaire. Les plants ere sswnt en permanence maintenus a un
maximum de 3 étages foliaires afin d’éviter un enbement végétatif préjudiciable a une

optimisation de I'expression et de I'observatios dgmptomes.

Trois paramétres climatiques sont contrdlés en aeemce dans la chambre d’inoculation : la
température qui varie dans un intervalle de 23-2Bh@midité relative de I'air, maintenue en

permanence au-dessus de 85%, et la photopériadée rgur une alternance 12h-12h.

La suspension de conidies utilisée pour I'inocolatest obtenue en passant délicatement un
pinceau sur une lésion sporulante provenant d'uellé d'un clone multiplicateur
préalablement inoculée. Les conidies ainsi prélewamt mises en suspension dans de l'eau
distillée additionnée d’'un agent mouillant (0.05%€En 80). Un comptage est fait sous
microscope sur cellule de comptage de Neubauda, @ncentration en conidies ajustée a
2x1@F.mlI™. Une goutte de suspension est prélevée avantlatmu et placée sur lame de

microscope pendant 24h a 25 °C afin de contréleaug de germination des conidies.
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Photo 1.10. Plants au stade B2 en chambre Photo 1.11. Nébulisation de la suspension
d'inoculation de conidies sur la face inférieure des folioles

r 7

Photo 1.12. Feuilles inoculées maintenues en  ppoto 1.13. Feuilles
atmosphére confinée auparavant

e 4
B N
4

Photo 1.14.  Lésions de petite taille, Photo1.15.  Lésions de grande taille,
sporulation faible sporulation abondante

inoculées 11 jours

N
B
3
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L’inoculation est pratiguée au moyen d’'un aérogeaghi permet de recouvrir uniformément
la face inférieure des folioles de fines goutteletide suspension (Photo 1.11). Apres
I'inoculation, I'étage foliaire est recouvert pemtia24h d’'un sachet plastique humidifié
permettant ainsi de maintenir localement des comditd’humidité saturante (Photo 1.12).
Pendant cette méme durée de 24h qui suit l'indiomale box est maintenu a I'obscurité

complete afin de favoriser la germination des ciesid

Les feuilles sont prélevées 11 jours apres inoiculgiPhoto 1.13) et amenées au laboratoire
pour notation des symptomes. L’étage foliaire dliquevient la feuille inoculée est alors
coupé a sa base, et les plants quittent la chadiloreculation pour retourner en pépiniere

afin de faire la place pour une nouvelle sérieatinations.
1.4.1.2. Observations en conditions naturefial'infestation

L’évaluation précise du niveau de maladie au chastpplus compliguée que sur des plants

inoculés artificiellement, pour trois raisons es$mties.

1. Le stade foliaire favorable a I'établissement denkladie et a une lecture correcte des
symptdomes ne dure que quelques jours. Or I'observaau champ ne peut étre
pratiguée que sur de jeunes arbres, afin de rétluitemps déja trés long entre le
planting d'un essai et les premieres observati@ispour une raison pratique
d’accessibilité aux feuilles. A cet age il n'y acane synchronisation entre arbres de
I'émission des étages foliaires, ce qui fait qu'mque passage d’observation seul un
faible pourcentage des arbres plantés est au atlpiat pour effectuer une notation.

2. Ainsi qu’il a été démontré par Guyot (2008), d’innamtes variations saisonnieres
dans I'expression de la maladie au champ peuveaservées. Ces variations sont
essentiellement d’origine climatique, les condiiométéorologiques ayant une
influence a la fois sur la quantité d’inoculumleifprésent dans l'air et sur la cinétique
du processus épidémique. De plus, de fortes plpassent laver les lésions et
engendrer une sous-estimation systématique detiamstaen minorant I'intensité de
sporulation apparente.

3. La date exacte d'infestation d’'une feuille ne peas$ étre connue avec précision. On
ne peut donc pas étre certain que l'observation effdctuée au moment de

I'expression maximale des symptémes.
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Pour ces trois raisons, il est indispensable detiphiel les passages d’observation sur les
essais plantés au champ, afin d’obtenir suffisamirderdonnées pour chaque clone, et gu’en
moyenne ces données aient été obtenues dans ddiformnsimilaires. Une seule note est
attribuée par plant a chaque passage d’observatmwrespondant a la feuille visiblement la

plus attaquée de tout I'étage foliaire considére.

1.4.1.3. Lecture des symptdomes

Dans le cadre d'études de déterminisme génétique dsistance, les notations de feuilles
provenant d’inoculations en conditions controléestent généralement sur le diamétre des
lésions et sur le type de réaction (Photos 1.1416%). Ces deux parameétres ont en effet déja
été caractérisés pour leur héritabilité et pourldess génétiques qui leur sont associés dans
la descendance d'un croisement précédemment tietipinasse et al 2000b, Le Guen et al
2007). Les notations au champ concernent le tygéalgion, le niveau d’attaque et la densité

de stromas, parameétres déja utilisés dans une ahiélieeure (Le Guen et al 2003).
Type de réaction (TR)

Cette notation (aussi abrégée en RT dans les mssay anglais du document) est une
synthése du type de lésion observée : nécrotiduieratique ou sporulante, et dans ce dernier
cas de l'intensité de la sporulation produite @alékion. La notation s’effectue en attribuant

pour chaque feuille observée une note discreteal® &n se référant au descriptif suivant :

Note 1 : Lésions nécrotiques non sporulantes

Note 2 : Lésions chlorotiques non sporulantes

Note 3 : Lésions avec sporulation faible sur lafaerieure des folioles

Note 4 : Lésions avec sporulation moyenne surda faférieure des folioles

Note 5 : Lésions avec sporulation abondante siackainférieure des folioles

Note 6: Lésions avec sporulation abondante surfdess inférieures et supérieures des
folioles
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Pour caractériser le comportement d'un isolatVMdeulei sur une gamme différentielle de
clones d'hévéas, une notation qualitative dérivdmt TR a été utilisée : lintensité de
sporulation (IS ou Sl en anglais). Cette notati@ncomporte que trois niveaux : ( - ) qui
correspond aux notes 1 et 2 de TR; ( +/- ) quiespond aux notes 3 et 4 de TR; (+ ) qui
correspond aux notes 5 et 6 de TR.

Diametre des Iésions (DIL)

Le diamétre des lésions (LD pour I'abréviation aisgl) est noté par comparaison avec un
gabarit de lecture représentant des folioles aesclésions de tailles variables. Une note est
attribuée pour chaque feuille, représentant le dieenmajoritaire des lésions de 0.5mm a

7.0mm avec un pas de lecture de 0.5mm.

Niveau d’attaque (AT)

Le niveau d’attaque vise a quantifier a la foiptaircentage de superficie foliaire atteint par
des lésions ainsi que le degré de déformation déslels provoqué par ces lésions. Cette
notation s’effectue également par référence a wangade lecture (Figure 1.7.), sur une
échelle de 0 a 4. La note 0 non représentée diguee concerne les feuilles ne présentant

aucun symptdme attribuable a la présenckldelei.

Densité de stromas (DS)

Nous avons effectué cette notation de densitérdenas uniquement sur de jeunes arbres au
champ en conditions naturelles d’infestation. Laation s’effectue sur le dernier étage
foliaire possédant des feuilles matures (feuillesstade D selon la description de Hallé &
Martin 1968). Cette notation est purement quarntgagt discréte et s’effectue sur une échelle
de 0 a 4 selon les criteres suivants :

Note O : Absence totale de stromas
Note 1 : De 1 a 5 stromas par foliole
Note 2 : De 6 a 20 stromas par foliole
Note 3 : De 21 a 50 stromas par foliole
Note 4 : Plus de 50 stromas par foliole
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Mote d’attague 1

Mote d attague 2

Mote dattacgque 3

Figure 1.7.Echelle de notation du niveau d'attaque (AT), médifd'apres Chee (1976) et
Guyot (2007)
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1.4.2. Génotypage des arbres
1.4.2.1. Extraction d’ADN

L'extraction des ADN a été réalisée entierementlahoratoire du Cirad de Kourou. La

procédure utilisée est une adaptation de celle eniggoint par Dellaporta et al. (1983).

L’ADN a été isolé a partir d’échantillons de 500uatg feuilles fraiches. Le limbe des folioles
est découpé en petits morceaux puis broyé dans’azetd liquide en présence de
polyvinylpolypyrolidone. L’extraction est effectuesavec un tampon composé de MATAB
(mixed alkyltri-methylammonium bromide) a 2%, NaCHlM, 1% de polyéthylene glycol,
NaSO; a 0.5%, EDTA pH 8.0 a 20 mM, et Tris HCI pH8.00InM, a 74°C pendant 30mn.

La séparation des phases est obtenue par additionndélange de chloroforme : alcool
isoamylique (24 :1 v/v) et une centrifugation a @ pendant 10 mn. L’ADN est ensuite
précipité dans la phase aqueuse par addition ahlisopropylique, la pelote d’ADN est
séchée a l'air et suspendue a nouveau dans 2@tgpirgpon TE (Tris-HCl & 10 mM et EDTA
a 0.1 mM a pH 8.0) pendant 2 & 7 jours a tempé atonbiante.

1.4.2.2. Analyse des marqueurs SSR

Les PCR ont été réalisées avec des amorces de eéndgmoontenant des microsatellites
polymorphes sélectionnés dans une banque enrichi2guences microsatellites dans des
régions non codantes du génome de I'hévéa, airesidans des extrémités de clones BAC
(Seguin et al. 2006). Chaque PCR a été realiség alarvolume final de réaction de 20ul
contenant 0.2 mM de chaque dNTP, 1.0 X de tampoR,RXX5 nM de MgGl, 0.1uM de
chaque amorce, 1 unité daq polymérase, et 50 ng d’ADN matrice. Le protocoée RCR
réalisée en thermocycleur comprend un cycle detdéateon de 5 mn a 95°C, suivi de 35
cycles [dénaturation a 94°C pendant 45 s, appaneme0°C pendant 1 mn, extension a
72°C pendant 1 mn 30s], et d’'une étape finale @esibn a 72°C pendant 8 mn. Les produits
de PCR ont été dénaturés a 94°C pendant 3 mn, misisa migrer dans un gel de
polyacrylamide a 6.5% sur un appareil analyseuCti-4300 DNA et visualisés grace a une
amorce M13 marquée avec un fluorochrome réagiss@f0 ou a 800 nm. L'analyse des gels
a été réalisée grace aux logiciels Quantar Pr@eygen, Wagenigen, Pays Bas) et Saga

Generation 2, selon les recommandations formulaekep éditeurs.
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Chapitre 2 — Nouveaux résultats concernant le cultar RO 38

Lorsqu’ont débuté les travaux relatifs a la présghese, un seul cultivar avait fait I'objet
d’'une étude du déterminisme génétique de sa rasestau SALB : RO 38. La cartographie
génétique d’'une descendance entre le cultivar lslenBB 260 et le cultivar résistant RO 38
avait été établie au moyen de marqueurs isozymdd,PA RFLP et microsatellites
(Lespinasse et al. 2000a), et 8 QTL de résista@gartis sur 7 chromosomes avaient pu étre
identifiés aprés inoculation de 5 races différerdespathogéne en conditions contrblées
(Lespinasse et al. 2000b). L’ensemble de ces trawafait I'objet d’'une thése de doctorat
(Lespinasse 1999). Par la suite, I'observation a@eméme descendance en conditions
naturelles d’'infestation a permis de confirmer aieg QTL détectés en conditions contrblées,

et d’en mettre d’autres en évidence (Le Guen &C43).
L’ensemble de ces résultats est rappelé ci-apres :

- La quasi-totalité des QTL de résistance identifiéss la descendance étudiée proviennent
du parent résistant RO 38. Un seul QTL mineur desténce provenant du parent PB 260
a pu étre identifié.

— Un important QTL de résistance est situé sur lauggeode liaison g13, a proximité du
marqueur EM36/14. Ce QTL participe a la résistadeeRO 38 vis-a-vis des 5 races
inoculées en conditions controlées et pour lesp2dyde symptdomes observes : type de
réaction et diameétre des lésions. Ce QTL expligeel8@ a 36 % de la variation
phénotypique observée selon les symptdmes obserné&sraces inoculées.

— Les autres QTL identifies en conditions contréldessont efficaces que contre une partie
des races inoculées, et avec une participation mdeite a la variation phénotypique
observée.

- Le parent RO 38 présente une résistance totala-vis-de 4 des 5 races inoculées, et pour
chacune de ces 4 races, cette résistance totalbtesuue grace a l'efficacité simultanée de
4346 QTL.

— Ce méme parent RO 38 présente une résistancellparigea-vis d’'une race. Dans le cas

de cette résistance, seul le QTL situé sur le gralgliaison g13 est efficace.
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— En conditions naturelles d’infestation, le QTL sitgur le chromosome g13 explique
jusqu'a 89% de la variabilité phénotypique du tyfgeréaction. De par cette valeur tres
élevée, on peut donc considérer que ce QTL se caenpo réalité comme un géne majeur
de résistance dans les conditions ou il a été {esté&uyane). Il a été vérifié que ce géne
majeur dénomm#113-1bn posséde bien une hérédité mendélienne.

- L’efficacité de ce géne majei13-1bn a également été démontrée en milieu naturel pour
le caractere densité de stromas, qui n‘avait paétpobservé en conditions controlées
d’inoculation.

— Trois autres QTL mineurs ont également été id&difien conditions naturelles

d’infestation.

Pour synthétiser :

— Un important QTL localisé sur le groupe de liaisph3 en conditions contrélées se
comporte comme un gene majeur de résistance eitiooschaturelles d’infestation.

— La résistance totale a certaines souches est éenfar I'efficacité concomitante de 4 a 6
QTL.

— Lefficacité du seul QTL en g13 confere un phénetyge résistance partielle de haut

niveau.

Autre fait surprenant et inattendu: malgré I'eftita du QTL en gl13 et la résistance totale
multigénique observée y compris pour des souchesilienne, la résistance du clone RO 38
est presque totalement contournée au Brésil (aggistpartielle faible a Bahia). De nouvelles
races deéM. ulei ont par la suite été découvertes, vis-a-vis ddeguBO 38 possédait soit une
résistance partielle de faible niveau, soit unéefgensibilité (Mattos et al. 2003). Il est donc
apparu intéressant d’étudier quels étaient leefmstde résistance détectés dans le cas de
inoculation de la méme descendance PB 260 x RGa\a& des races de ce type. C’est
I'objet du présent chapitre, présenté sous la fodfoa article publié en 2007 dans la revue
New Phytologist.
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Introduction

Summary

¢ Genetic resistance components of the Hevea brasiliensis x H. benthamiana RO
38 cultivar to Microcyclus ulei disease were investigated by inoculating isolates
which succeeded in partially or completely infecting genotypes of a mapping population.
e Progeny of a cross between RO 38 and a susceptible cultivar was inoculated under con-
trolled conditions with three isolates and scored for two resistance traits. Interval mapping
and a nonparametric test were used to detect resistance quantitative trait loci (QTLs).
e Eight significant QTLs were detected, all of them inherited from the interspecific
parent. Among these QTLs, only one contributed to the partial resistance against a
highly pathogenic isolate, and no QTL was detected for resistance against the most
pathogenic isolate. As an unexpected result, a single isolate can thus completely
bypass this polygenic resistance.

e This complex situation, where no clear relationship can be established between
number of resistance factors and qualitative vs quantitative or partial vs complete
resistance, is discussed and suggestions as to the detection of new and sustainable
resistance sources are proposed.

Key words: Hevea spp., mapping population, Microcyclus ulei, polygenic resistance,
quantitative trait locus, South American leaf blight (SALB).
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introduction would be disastrous for millions of smallholders
whose main income depends principally on latex production.

South American Leaf Blight (SALB) is one of the most damaging
diseases affecting rubber tree plantations. It is caused by the
aerial fungus Microcyclus ules, which causes repeated defoliations,
and may lead to death of the trees in the most severe cases. To
date, its occurrence has been limited to the American continent,
but the increased frequency of flights and commercial
relationships with Africa and Southeast Asia make its accidental
introduction into these regions of major natural rubber production
more and more probable. Considering that 80% of the world’s
natural rubber production is concentrated in five Asiatic countries,
in which the majority of cultivated clones are highly
susceptible to SALB, the consequences of this hypothetical

www.newphytologist.org

Chemical management of this disease is technically possible but
economically nonprofitable, because of the large amounts of
fungicides and the frequency of treatments necessary to
protect trees of more than 20 m tall. Furthermore, it should raise
numerous ecological and public health concerns.

Some surveys were carried out in the Amazon forest to
identify native trees of Hevea brasiliensis or allied species,
mainly Hevea benthamiana or Hevea pauciflora (Townsend,
1960; Gongalves, 1981; Lins et al., 1981; Paiva, 1981), with
apparently good resistance to M. ulei (Le Guen et al., 2002).
Attempts to transfer these resistances into cultivated clones by
crossing these trees with high-yielding Asiatic cultivars were
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generally unsuccessful because of the nondurability of the
resistances tested (Bos & McIndoe, 1965; Peralta ez al., 1990;
Gasparotto & Lima, 1991).

Up to now, the most studied resistance source has been RO
38 (also known as FX 3899), an interspecific hybrid clone
between H. brasiliensisand H. benthamiana. The resistance of
this clone is inherited from its H. benthamiana parent F 4542.
An F1 progeny between RO 38 and the susceptible Asiatic A.
brasiliensis clone PB 260 was generated and a genetic linkage
map established following a double pseudo-testcross strategy
(Lespinasse et al., 2000a). Resistance QTLs to SALB have
been identified both in controlled conditions (Lespinasse
et al., 2000b) and under natural infestation (Le Guen et 4/,
2003).

The sources of inoculum of M. ulei that have been studied
up to now in these experiments of QTL detection consisted
of strains that are either nonsporulating on the resistant
parent RO 38 or have a moderate sporulation (Lespinasse
et al., 2000b). A major locus of quantitative resistance was
detected on linkage group g13, which was responsible for 18—
36% of phenotypic variance of components of quantitative
resistance to different strains inoculated in controlled condi-
tions and up to 85% under natural infestation. In fact, under
natural infestation, the sporulation : nonsporulation trait
segregatesina 1 : 1 ratio from the RO 38 parent, corresponding
to a simply inherited trait governed by a qualitative resistance
locus (named M13-1bn) located at the same position as the
major QTL in the controlled condition on the linkage group
g13 (Le Guen et al., 2003). Other minor resistance loci (five
and eight QTLs, respectively, under natural and controlled
conditions of infestation) were also detected, which were
expressed by a quantitative variation of resistance in the progeny.

When this first QTL analysis was carried out on the PB
260 x RO 38 segregating progeny, it was not known whether
other M. ulei strains existed that were more aggressive on the
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RO 38 clone. Meanwhile, new strains were isolated and tested
on RO 38 and the aggressiveness of some of them proved to
be much greater than those investigated by Lespinasse ez al.
(2000b). It thus became interesting to complete the QTL
analysis for resistance to SALB with these strains showing
greater aggressiveness in order to describe the genetic evidence
of a resistance bypass or even of a resistance breakdown. The
present study aims to describe the comparative efficiency of
resistance QTLs in the PB 260 X RO 38 cross progeny, when
inoculated with three different strains: a weakly pathogenic strain,
a highly pathogenic strain, and a very highly pathogenic one.

Materials and Methods

Resistance tests

Among the three new strains studied in the present work, two
were recently collected in rubber tree plantations, and the
third was kept stored in the Cirad fungus library of Kourou
(French Guiana). The strain San86 was isolated in the north
of Brazil’s Mato Grosso state, and Pmb34 was isolated from a
tree of the clone RO 38 in a budwood garden in the Brazilian
state of Bahia. Both strains were purified by successive
inoculations on to a compatible rubber-tree clone. The strain
G98, originating from French Guiana, was collected a few
years ago for a rubber tree experiment and stored in a deep-
freeze. Patterns of pathogenicity according to a host range of
nine differential Hevea clones, including parents of the
progeny, were determined as previously described (Lespinasse
et al., 2000b). Results of this differential test differed
noticeably between G98 and the two other strains (Table 1).
One of these differential clones is F 4542, the H. benthamiana-
resistant parent of RO 38. This clone appears globally more
resistant than RO 38, illustrating the fact that expression of
resistance in pure H. benthamiana species is better than in an

Table 1 Sporulation intensity and lesion diameter for the three Microcyclus ulei strains inoculated on to a set of differential Hevea spp. clones

Host range Parents

FX 40982 FX 2804¢ F 45420 FX 9852 FX 38642 MDF 1809 FX2261* RO 38° PB 260°
Strains S| LD S| LD S| LD S| LD S| LD S| LD SI LD S| LD SI LD
Pmb34 +-f 20 + 50 +/- 40 - 15 + 60 +/- 30 - 15  + 50 + 7.0
San86 * * + 20 +/- 10 - 15 +/- 10 +/- 15 - 10 + 20 + 7.0
G98 +/- 25 +/- 10 +/- 20 +/- 20 + 15 +/- 15 - 05 +/- 10 + 7.0

SI, sporulation intensity; LD, lesion diameter (mm).

2Clone from a cross between Asiatic and native South American H. brasiliensis clones.

bH. benthamiana clone.

¢Clone from a cross between F 4542 and an Asiatic H. brasiliensis clone.

dNative South American H. brasiliensis clone.
¢High-yielding Asiatic H. brasiliensis clone.

f+, dense sporulation; +/-, weak sporulation; —, absence of sporulation.

*No data.
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interspecific hybrid. Differences between San86 and Pmb34
were found only for lesion diameter on five clones (Table 1).
In this paper we use the term ‘aggressiveness’ to describe a
quanticative variation in pathogenicity in preference to
‘virulence’, characterizing the ability of a strain to cause
disease on a specific genotype (Brown, 2003). Seedlings from
the cross PB 260 x RO 38 that were previously used for the
molecular linkage map (Lespinasse ez 4., 2000a) and detection
of resistance QTLs (Lespinasse ¢t a/., 2000b) were grafted and
grown in a glasshouse. The grafted trees were inoculated with
the three strains following a procedure described previously
(Rivano, 1992). Replication of resistance tests was possible
because plants were clonally propagated by grafting. For this
reason, 107 genotypes were inoculated twice with the strain
San86, and 101 genotypes with the strains G98 and Pmb34.

Owing to the nonsynchronization of emergence of new
shoots on plants, inoculations could not be carried out at the
same time for all plants. Plants which presented leaves at a
suitable stage for inoculation were transferred from the glass-
house to the inoculation chamber, enabling a rigorous control
of environmental parameters: temperature of 24 + 1°C, rela-
tive moisture of 85-95% and a 12 h photoperiod. The lower
part of two young leaves of each plant was sprayed with an
inoculum suspension adjusted to 2% 10° conidia ml™
according to Mattos e al. (2003). The germination rate was
systematically checked under a microscope after 24 h at room
temperature in distilled water, and showed values of ¢. 90%.
In a given experiment, 15-30 plants were thus inoculated
with the same strain, and a total number of 175, 168 and 167
progeny individuals were inoculated, respectively, with the

strains G98, San86 and Pmb34.

Symptom assessment

A lot of parameters were tentatively used to characterize the
M. ulei-Hevea interaction (Junqueira ez al., 1987). However,
it has been shown that, in the case of inoculation under
controlled conditions, only two of them — namely the reaction
type (RT) and the lesion diameter (LD) — had the required
qualities (i.e. accuracy of measurements, heritability) to be
used in a QTL identification study (Lespinasse ez /., 2000b).
Previous studies (Junqueira ez al., 1990) have shown that
in standard conditions of an inoculation chamber (i.e.
temperature of 24°C, relative humidity of 90% and 12 h
photoperiod), the lesions developed to a maximum size and
sporulation intensity 11 d after inoculation. Leaflets of
infected plants were thus cut and brought to the laboratory 11
d after inoculation to examine RT and LD. RT was assessed
under binocular observation on a 1-6 scale: scores 1 and 2
corresponded to, respectively, necrotic and chlorotic nonsporulating
flecks; scores 3, 4 and 5 corresponded to sporulating lesions
on the lower surface of leaflets, with slight, moderate and high
sporulation, respectively; score 6 corresponded to an abundant
sporulation on upper and lower surfaces of leaflets. LD was

© The Authors (2006). Journal compilation © New Phytologist (2006)
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estimated from the average size of lesions, on a 0.5 mm basis
from 0.5 to 7 mm (Rivano, 1992).

Statistical analysis

The GLM procedure of the SAS software (SAS Institute Inc.,
2001) was used to perform a standard analysis of variance
(anova) on RT and LD data for each of the three fungus
strains. Variance was divided according to experimental factors,
that is genotype and residual effect. Broad-sense heritability
(H?) was deduced form the computed variances, using the
following formula:

2 _ 2 2 2
H* =0,/(c, +0,)

(Gz, genetic variance; Gf , environmental variance).

QTL analysis
The seedlings of the PB 260 x RO 38 cross had been

previously typed with genetic markers, and linkage analysis
was performed on segregation data from 195 progeny
individuals (Lespinasse eral, 2000a). The two pseudo-
testcross core maps used for QTL analysis consisted of 234
markers for the resistant parent RO 38 and 158 markers for
the susceptible parent PB 260 with core markers distributed
every 10-15 ¢M. In order to allow exact comparison of QTL
detection between Lespinasse ¢t /. (2000b) and the present
study, we used the same set of molecular data, except that we
added, in the RO 38 core map, the major resistance locus
M13-1bn, later identified by Le Guen ez 4/. (2003) as a genetic
marker. This new marker was added using JoinMap software
with the same mapping parameters as for other markers. This
addition aimed to improve QTL location on the g13 linkage
group. In fact, data produced by Lespinasse ez /. (2000b)
were newly analyzed for QTL detection and we found that
this resistance genetic marker was the LOD peak marker for the
five strains used by the authors. We thus considered that
the quantitative resistance locus on g13 is precisely located on
the MI3-1bn resistance genetic marker. The molecular
markers are named under the following code: gHbCIR# for
RFLP with Hevea PsA library probes, Rga# for RFLP with
homologous resistance sequences used as probes, EM#/# for
AFLP, and M# for microsatellite, including the Mn superoxide
dismutase (MnSOD) locus mapped using microsatellite
polymorphism. EST, LAP and ADH are three isozyme
markers. QTL analysis was performed using the MapQTL 5
software (Van Ooijen, 2004). Permutation tests were carried
out on the whole genome (Churchill & Doerge, 1994) to
determine a LOD-score empirical-threshold value for interval
mapping. For a genome-wide 5% significance level, which is
considered a reasonable risk (Van Ooijen, 1999), this LOD-
score value was 2.9, either on the PB 260 map or on the RO
38 map.
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QTL analyses were performed on parental maps separately.
We first applied the interval mapping procedure (IM) as
described by Lander & Botstein (1989). Afterwards we used
a multiple QTL mapping procedure (MQM), using as
cofactor the marker with the highest LOD-score value in the
previous IM analysis (Jansen, 1993). Finally, the nonparametric
Kruskal-Wallis (KW) test (Van Ooijen, 2004) was applied
individually to each segregating locus. As this test does not
require a normal distribution, it was used to confirm the validity
of detected QTLs in the case of nonnormality of the observed
parameters. Comparing the results of these three different
analyses, QTLs considered as significant were those with
LOD-score values higher than 2.9 in the MQM procedure, or
with a probability 2 < 0.0005 in the KW test. We also decided
to note putative QTLs for the record, in case the same QTLs
appear in further studies. These putative QTLs were defined
as follows: markers with LOD-score values higher than the
threshold for a genome-wide 10% significance level, or
probability 2< 0.001 in the KW test and significant for another
trait (i.e. another strain or another resistance parameter).

In a second round of analysis, for strain G98, we applied trait-
based analyses of QTL (Lebowitz ¢t 4/., 1987) to improve the
power of QTL detection, eliminating the strong effect of the
major QTL on the gl3 linkage group. For that purpose, we
selected the subsample of 94 progeny individuals which do
not carry the resistance allele on the resistance genetic marker
M13-1bn, that is, the progeny individuals with RT > 2 in the
field experiment performed by Le Guen eral (2003) in
French Guiana. Among the so-called susceptible progeny
individuals, 81 were inoculated with G98 in the present study.
On this subsample, we performed QTL analysis following the
same procedure as that for the complete progeny, except that:
(i) for IM, the LOD thresholds were 3.1 and 2.9 for significant
and putative QTLs, respectively, according to permutation tests;
and (i) for MQM, we used different single cofactors, applying
the ‘automatic selection of cofactors” option of MapQTL, on
significant LOD-peak markers in the IM test. Confidence
intervals were calculated, corresponding to a LOD diminution
of 1 on either side of the likelihood peak. Referring to the prop-
ositions already made (Lespinasse ez 2/, 2000b), all QTLs
with LOD-score peaks located within an interval of 20 cM on
the same linkage group were assumed to be identical.

Results

Evaluation of disease resistance

Both parental clones were systematically inoculated with the
three studied strains. The susceptible parent PB 260 always
exhibited the maximum degree of susceptibility for both RT
(score of 6) and LD (7 mm). In the so-called resistant parent
RO 38, scores were different according to the strain: the average
scores of strains G98, San86 and Pmb34 were, respectively,
3.0, 6.0 and 5.6 for RT, and 1.1, 2.0 and 5.1 for LD.

46 Phytologist (2007) 173: 335-345
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As mentioned above, 175, 168 and 167 progeny individu-
als were inoculated, respectively, with the strains G98, San86
and Pmb34. It was intended to duplicate the inoculations in
order to compute average values and reduce the experimental
error, but for practical reasons this was not possible for all
genotypes. Only 107 genotypes were inoculated twice with
the strain San86, and 101 genotypes with the strains G98 and
Pmb34.

Broad-sense heritabilities are given in Table 2. High herit-
abilities were found for RT and LD with strain G98, weak
heritability for LD with strain San86, and no significant
heritability for RT with San86 and for both parameters with
Pmb34. Considering these results, identification of efficient
resistance QTLs against Pmb34 for both parameters and
against San86 for RT is expected to be difficult.

The frequency distributions of genotypic means of the
resistance parameters based on the two replicates in the F1
population ‘PB 260 x RO 38’ was illustrated in Fig. 1. The
differences in resistance behaviour against the three strains
were clearly illustrated. The F1 population showed a skewed
distribution towards resistance with the strain G98, as compared
with the other two strains. For RT, the value of distribution
mode was 1 for G98, 5 for San86, and between 5 and 6 for
Pmb34. As explained in the section on symptom assessment,
scores 1 and 2 correspond to nonsporulating lesions whereas
scores 3—6 describe lesions with an increased sporulation
intensity on the lower side of leaflets (scores 3, 4 and 5) or on
both sides of leaflets (score 6). Considering LD, the frequency
distributions were skewed towards resistance with the strain
G98 (with a mode value of 2 mm), towards susceptibility for
Pmb34 (mode value 5 mm), and between these two extremes
for San86 (mode value 3 mm). According to these two param-
eters, San86 could be considered as highly pathogenic, and
Pmb34 as very highly pathogenic on this population.

Detection of resistance QTLs

According to the threshold criteria defined in the Material and
Methods section, no significant or putative resistance QTL
was detected on the genetic map of the susceptible parent PB
260 for any of the three tested strains. For analysis on the

Table 2 Number of genotypes inoculated and broad-sense
heritabilities for each Microcyclus ulei strain

Strain N1a N2b Hir Hip
G98 175 101 0.50** 0.57%*
$ang86 168 107 0.15 ns 0.27*
Pmb34 167 101 0.03 ns 0.17 ns

ns, nonsignificant; *, P < 0.01; **, P <0.001.

RT, reaction type; LD, lesion diameter.

2Number of genotypes inoculated once.

bNumber of genotypes inoculated twice in two distinct experiments.
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lesion diameter (LD) for the three strains S 30 B 30 -
studied: G98 (open bars), San86 (hatched 2 ] 2 50 |
bars) and Pmb34 (closed bars). Arrows 20 4
indicate values for G98 (G), San86 (S) and 10 4 10 -
Pmb34 (P) on the RO 38 parent. Values for 0 i 0
the three strains on the PB 260 parent are 6 1 2 1 2

for RT and 7 for LD.

linkage map of the resistant parent RO 38, results of the
different QTL analyses are shown in Table 3. For G98, results
are given for analyses on the complete progeny and on the
subsample of susceptible progeny individuals lacking the
resistance allele at the A13-1bn locus (indicated as RTs and

LDs in Table 3). All significant and putative QTLs as defined
by the threshold values described in the Material and Methods
section were mentioned in this table, even for parameters
with no significant correlations between both replications.
Localization, confidence interval and phenotypic importance

Table 3 Quantitative trait loci (QTLs) detected for two components of resistance to three strains of Microcyclus ulei in F1 progeny (PB 260 x RO 38)

on the RO 38 linkage map

KW IM MQM
Strain Trait QTL location Marker peak? Kb Pe LoD R2(%)e LOD R2%(%) Cofactorf
G98 RT g11-1 gHbCIR215 - - 2.4 8.4 4.2 7.8 M13-1bn
g11-2 M613 - - 3.4 10.0 4.4 8.7 M13-1bn
g12 LAP! 11.2 <0.001 - - - - M13-1bn
g13 M13-1bn 61.9 <0.0001 15.4 34.3 (15.4) (34.3) M13-1bn
g14 EM22/9 - - - - 3.9 7.0 M13-1bn
g15 EM3/17 - - 2.9 7.9 - - M13-1bn
g16 EM54/1 — - 2.4 4.3 2.4 4.3 M13-1bn
RTs& g11-1 gHbCIR215 16.7 <0.0001 3.9 17.3 3.4 16.2 EM22/9
g11-2 M613 16.5 <0.0001 4.3 245 4.0 18.8 EM22/9
gl4 EM22/9 13.2 <0.0005 3.5 19.0 3.5 14.5 M613
g15 EM3/17 10.9 <0.001 2.6 14.6 3.7 15.7 M613
g16 EM54/1 14.7 <0.0005 4.1 21.6 4.1 17.6 M613
LD g4 EM58/7 - - 2.8 8.6 3.7 7.3 M13-1bn
g12 EM15/3 11.2 <0.001 3.4 2.0 4.5 7.6 M13-1bn
g13 M13-1bn 69.0 <0.0001 15.4 34.2 (15.4) (34.2) M13-1bn
LDsh g4 EM58/7 — - 2.9 8.5 - - EM15/3
g11-1 gHbCIR688 12.6 <0.0005 - - - - EM15/3
g12 EM15/3 14.4 <0.0005 3.7 19.9 3.7) (19.9) EM15/3
San86 RT g2 gHbClR54Oi 10.9 <0.001 - - - - EM15/3
g12 EM15/3 51.6 <0.0001 12.9 33.6 (12.9) (33.6) EM15/3
Pmb34 RT - - - - - - - - -
LD - - - - - - - - -

IM, interval mapping; KW, Kruskal-Wallis test; MQM, multiple QTL mapping; LD, lesion diameter; RT, reaction type.
2Marker with the highest K-value for the KW test or nearest to the highest LOD-score position for the IM and the MQM procedures.
bValue of the KW test, to be compared with chi-square threshold values with 1 d.f.

Probability associated with the K-value.
4LOD-score value.

eProportion of the explained phenotypic variance.
fMarker used as cofactor for MQM.

8hRT and LD traits scored on the part of the progeny lacking the resistance allele at the M73-7bn locus.

iPutative QTL.
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of these various QTLs are illustrated for each of the linkage
groups carrying resistance loci (Fig. 2).

Strain G98. With both MQM and KW analysis, a very
significant QTL was detected for both RT and LD, close to
the resistance genetic marker MI3-16n. The LOD-score
values for this QTL were higher than 15 with IM, and the chi-
square values with the KW test were higher than 60, values
associated with a very remote probability of occurrence under
null hypothesis. This corresponds to the major resistance
QTL originally identified by Lespinasse ez a/. (2000b) for all
inoculated strains and whose efficiency was confirmed
under natural conditions of infestation in French Guiana (Le
Guen ez al., 2003). The resistance marker M13-1bn, being
the closest to the LOD peak in IM analysis of RT and LD for
the G98 strain, was used as a cofactor for MQM for this strain.

G11
0.0 EM17/3 G13
RTS R, 0.0
754 M613

1354+ Rganbs13

24.611+ EM34/2

RTs, RT/ |35.04+ gHbCIR215
38.6++ gHbCIRG88

6.511 gHbCIR671

18.8 14+ EM9/10

New
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Two significant QTLs were identified on linkage group g11
for RT with MQM, one close to the marker gHbCIR215 and
the other in the neighbourhood of marker M613, both LOD-
score peaks being 29.6 cM distant from each other. We con-
sidered these two LOD-score peaks on linkage group gl11 as
being the manifestation of two distinct QTLs, as explained in
the Material and Methods section. The QTL with marker
peak gHbCIR215 is identical to that identified on gl1 by
Lespinasse et al (2000b) for four strains. The QTL with
marker peak M613 has never been previously mentioned.
Interestingly, this QTL colocalized with a cluster of R-gene
homologous RFLP markers.

For RT, two other significant minor QTLs had already
been identified with MQM on linkage groups g14 and gl6
(Table 3). The QTL on gl6 has already been identified by
Lespinasse et al. (2000b) for the nonsporulating strain G70.

G15

- EM2/12 0.0 Rganbs14-locus 1

11.444 Rganbsi4-locus 2
14.84+ Rganbs20
19.341 M574

29.94+ EM15/6
34.144 EM12/1

425+ EMs8/11 4304+ 9HbCIR406
Gos\|Gos
51.44+ EM21/1
RT LD  s534} EM36/14 536TT EST G16
6201 EM324 —]————— g 5 M13-1bn gg:;::: gmggﬁ? 0.0 EM57/5
88.0TT EM3E Go8 G98 58t EM29/3 632 EM24/7 4.7+ gHbCIR161

75.04+ gHbCIR507

G4 81.94+ gHbCIR295 79.7++ 9HbCIR303 17.94

0.0 gHbCIR555
3.34+ RgaptoRo2

13.34++ gHbCIR381
G12

1138+ EM36/12 ssll Emien2

39.54 EM15/4

47.84+ EM21/6 25.64+ EM61/10
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79.9+, gHbCIR8S
LDs, LD A85.0+ EMS58/7 LDs D 60.94+ gHbCIR81
LD 65.74+ EM15/3
E ) Ggé
698\ |G9%8Ngg 6 1L gHbCIRA32 Sangs 763H LAP
90.14
113.64L EM14/6 oaoll (_é:ﬁ(;EQQS

69.8+H EMs8/4

88.41+ EM41/1
933 EM302
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Fig. 2 Resistance quantitative trait loci (QTLs) identified on the RO 38 cultivar map for two components of quantitative resistance (resistance
type (RT) and lesion diameter (LD)) to two Microcyclus ulei strains (G98, San86) inoculated under controlled conditions. From the linkage groups
of the RO 38 Hevea brasiliensis x H. benthamiana cultivar, only those carrying resistance loci are represented. Distances (in cM) and names of
markers are indicated on the left and right sides, respectively, of the linkage groups. Lengths of triangle bases represent confidence intervals
corresponding to a LOD diminution of 1 on either side of the likelihood peak. Heights of the triangles represent the contribution of the QTL to
the observed phenotypic variance of the trait. LDs and RTs represent LD and RT traits scored on the susceptible part of the progeny lacking the
resistance allele at the M173-7bn locus. The molecular markers are named under the following code: gHbCIR# for RFLP with Hevea Pstl library
probes; Rga# for RFLP with homologous resistance sequences used as probes; EM#/# for AFLP; and M# for microsatellite, including the Mn
superoxide dismutase (MnSOD) locus mapped using microsatellite polymorphism. EST, LAP and ADH are three isozyme markers.
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The QTL on gl14 was not detected under controlled conditions
by Lespinasse ez al. (2000b). However, this QTL has been
identified for its efficiency against infection under natural
conditions measured with another parameter: the presence of
stromata which corresponds to the sexual stage in the biological
cycle of the fungus (Le Guen ez al, 2003). The presence of
stromata is an important resistance parameter (Chee ez al,
1985) that can only be measured in the field, several weeks
after infestation.

A significant QTL was also detected for LD on linkage
group gl2 near marker EM15/3 (LOD score 4.5 with
MQM). This QTL could be identified as the one detected by
Lespinasse e al. (2000b) close to the LAP isozyme marker, if
we refer to the earlier assertion of uniqueness of two QTLs
located within a 20 cM interval. It was previously identified
for LD with the four nonsporulating strains, but not with the
weakly sporulating strain. The LOD value registered in our
study for this QTL (4.5) matches those previously scored for
the same QTL by Lespinasse ¢z a/. (2000b). Another significant
QTL was detected for LD on linkage group g4 close to the
marker EM58/7, with a LOD score of 3.7 (MQM procedure).
This QTL could be related to a significant QTL already
identified with the Una2 strain, and also to a putative QTL
with the G77 strain (both for LD), peak marker gHbCIR88
(Lespinasse ez al., 2000Db).

QTL detection on the subsample of susceptible progeny
individuals (RTs and LDs, Table 3) allows more confident
results to be obtained for minor QTLs. QTL detection in the
vicinity of M13-1bnis not possible, as M13-1bnis monomorphic,
and segregation of flanking markers is highly skewed towards
resistance-associated alleles on this subsample of progeny
individuals. For RT, five QTLs were found to be significant in
MQM analysis (Table 3). From the five corresponding peak
markers, the ‘automatic selection of cofactors’ option in
MapQTL allowed for three possible cofactors to be retained:
M613, EM22/9 and EM54/1. We tested the three markers as
single cofactors in subsequent MQM analyses, and the maxi-
mum LOD-score values and the corresponding cofactors are
given in Table 3. For RT, all the QTLs found to be significant
or putative on the complete progeny are significant in the
analysis on the susceptible subsample, illustrating the negative
effect on QTL detection of the presence of the major QTL on
g13. Itis worth noting the QTL near marker EM3/17 on g15,
which appeared as a putative one on the whole segregating
population and became significant on this subsample of sus-
ceptible progeny individuals. For LD, the QTL on g12 is con-
firmed on the susceptible progeny individuals, but the minor
QTL on g4 does not appear any more.

Strain San86. Considering the low value of broad-sense
heritability for RT, it was not expected to be able to characterize
efficient resistance QTLs for this parameter. In fact, no significant
QTL was detected for RT with any of the three procedure
analyses. For LD, a QTL very close to the one already detected
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for the strain G98 on the linkage group g12, marker EM15/3
was identified, but with a much higher LOD score of 12.9 and
a contribution to phenotypic variance of 33.6%. This QTL
was confirmed by MQM procedure, as well as KW test (chi-
square value of 51.6).

A putative QTL on g2 (peak marker gHbCIR540) was
identified for RT with a probability value < 0.001 (Table 3).
This QTL can be considered as putative, as a significant QTL
at a neighbour position was identified for RT in the field con-
dition by Le Guen et 4/ (2003).

Strain Pmb34. No QTL was detected for either RT or LD,
even as putative ones. Whatever the method used for QTL
detection, interval mapping, nonparametric test or multiple
QTL model, no locus contributed to the resistance of the
studied progeny to the strain Pmb34.

Discussion

Our results do not reveal genetic transgression for any fungus
strain or resistance parameter, and no significant QTL was
detected from the susceptible parent PB 260. In the case of
partial resistance, the transgressive segregation observed for
progeny individuals with lower RT or LD values than for the
RO 38 parent seems to be the result of experimental errors or
environment interaction. Lespinasse eral (2000b) also
observed phenotypic transgression with the weakly sporulating
strain G77, without genetic transgression. In contrast, the
authors identified one significant QTL from the susceptible
PB 260 parent, for one nonsporulating strain (G70). However,
as a general rule, no transgressive segregation can be observed
for nonsporulating strains, as the resistant RO 38 parent
reaches the minimum values for both resistance parameters
analysed.

The potential range of variation for the scoring scales is 1—
6 for RT and 0.5-7 for LD. With almost no quantitative
difference for RT between susceptible and resistant parents
after inoculation with San86 or Pmb34, finding QTL controlling
this trait was not expected, unless a large transgressive
segregation could be found in the segregating population. It
was, however, necessary to check this absence of efficient QTL
experimentally, as we did in the present study. On the other
hand, phenotypic differences between parental forms for LD
were sufficient (2.0-7.0 for San86, 5.1-7.0 for Pmb34) to
expect significant QTLs to be found. One QTL was actually
found for this trait with San86 but not with Pmb34, the
later case certainly owing to difficulties in standardizing the
inoculation process. As a consequence of the very small
variation for this trait, correlation between replicates was
reduced, which led to a low heritability.

The low heritability observed for the highly sporulating
strains San86 and Pmb34 implies that it would be necessary
to increase the population size to improve the power of QTL
detection. An increased size of the segregating population
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would also be useful for other strains such as G70 or G98.
Indeed, our results show that the analysis on the subsample of
susceptible progeny individuals has equivalent QTL detection
power to analysis on the complete progeny, in accordance
with the theoretical work of Lebowitz et /. (1987). Molecular
marker genotyping could also be restricted to half of the
enlarged progeny, allowing a considerable reduction of the
experimental costs.

Eight significant QTLs were detected in the present work,
of which six had already been identified for resistance to other
isolates, and another for resistance to natural inoculum in
French Guiana: a major QTL with predominant effect under
either controlled conditions or natural infestation (close to
marker M13-1bnon gl3); a QTL with efficiency against four
other strains (near marker EM15/3 on g12); two QTLs with
efficiency against three other strains (between markers gHbCIR45
and EM3/17 on gl5, and close to marker gHbCIR215 on
g11); two QTLs whose efficiency has, until now, only been
significantly established against one strain (near marker
EM58/7 on g4 and near marker EM54/1 on gl6); and a QTL
until now only described in a field experiment under natural
infestation (near marker EM22/9 on gl4). The only newly
detected QTL is that located on gl1, near marker M613.
Various authors have recently studied the question of false
QTLs and tried to establish procedures aimed at estimating
the false discovery rate of QTLs (Bernardo, 2004; Fernando
et al., 2004). In one such study (Lee ez 2/, 2002), it was dem-
onstrated that, whatever the method used to determine the
comparison-wide error rate, multiple-trait testing procedures
always resulted in fewer declared QTLs, and consequently
reduced the false discovery rate. In the present work we did
not apply a rigorous multiple-trait testing procedure. However,
considering that all but one of the declared resistance QTLs
have already been described in independent experiments with
other strains or even under other experimental conditions, we
are confident in the existence and efficiency of these QTLs.

Bypassing of the resistance to SALB

After the analysis of genetic resistance to nonsporulating and
weakly pathogenic strains of M. ulei (Lespinasse et al., 2000b),
the present study focused on resistance to weakly, highly and
very highly pathogenic fungus strains. The methodological
choice we made, inoculating the same genotypes and using
the same genetics markers of a saturated linkage map as for the
previous study, allowed a rigorous comparison between the
QTLs detected in both cases.

The overall results of these two studies are summarized in
Table 4, where strains are classified in four categories according
to their degree of pathogenicity. It thus became possible to
underline similarities within a category and differences between
categories.

No genetic difference is discernible between resistance to
the four nonsporulating strains and resistance to the weakly
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sporulating strain G98. In both cases, the major QTL, M13-
1bm, and several minor QTLs are efficient. Surprisingly,
differences appear to be much more important between
resistances to the two weakly sporulating strains, resistance to
G77 being characterized by the efficiency of the only M13-
1bn major resistance locus (not considering the putative QTL
on chromosome g4). Finally, the common feature of interaction
between RO 38 and the two highly pathogenic strains is the
complete absence of efficient QTLs for RT, the only efficient
QTL being the one on gl12 for LD, strain San86. However, it
should be discussed whether this complete absence of efficient
QTLs for RT is the reality or whether an eventual efficiency
of minor QTLs was not detected because of the experimental
design (population size, accuracy of measures and environment
factors). Considering that, for the strain G98, it was possible
to detect the efficiency of minor QTLs on a subsample of 81
progeny individuals without the resistance allele in M13-16n,
we can be confident that if minor QTLs were efficient on RT
for San86 (apart from the putative one on chromosome g2)
or Pmb34, they would have been detected on a sample of 168
progeny individuals. It is thus likely that strain Pmb34
succeeded in overcoming every resistance QTL of RO 38
declared efficient for both RT and LD, as also did strain San86,
except for the QTL EM15/3 on gl2 for LD.

Although strains G77 and G98 appear very similar for their
pathogenicity on the studied population, their potential
evolution could be quite different in natural conditions. A
simple overcoming of the major resistance QTL M13-16n
would be enough for G77 to become a highly sporulating
strain. These genetic differences between G77 and G98 are an
illustration of the high degree of variability within populations
of M. ulei even when isolates are apparently identical for their
pathogenicity, and also of the fact that a partial resistance is
not a guarantee of a sustainable resistance.

Complete resistance in the M. ulei—Hevea interaction was
characterized by necrotic or chlorotic lesions without production
of any kind of spores (Junqueira et 4/, 1988). This type of
interaction is frequently referred to as a hypersensitive reaction
(HR) of foliar tissues which contributes to stop the infection
process at an early stage (Hashim & Pereira, 1989; Garcia
et al., 1995). A conservative amount of 10 significant resistance
QTLs have been identified by Lespinasse et 4/ (2000b), Le
Guen ez 4l. (2003) and in the present study (Table 4). Complete
resistance of RO 38 is reached when favourable alleles are
present at least at the M13-16nlocus and also at other ancillary
minor QTLs. Previous results for field resistance (Le Guen
et al., 2003) led some to consider M13-1bn as a resistance
gene that could be involved in a gene-for-gene interaction
(Flor, 1971; Kolmer, 1996), and that efficiency of other minor
resistance QTLs could be conditioned by an eventual recogni-
tion reaction triggered by M13-1b6n. However, this hypothesis is
not sufficient to explain our present results, where minor
QTLs are still efficient in the absence of the favourable allele
at the major resistance gene M13-16n (RTs and LDs when
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Table 4 Synthesis of detected quantitative trait loci (QTLs) for two components of resistance to nonsporulating, weakly sporulating and highly
pathogenic strains of Microcyclus ulei in F1 progeny (PB 260 x RO 38) on the RO 38 linkage map

Four nonsporulating strains® ~ G98 G772 San86 Pmb34
Linkage Closest
group markers RT LD RT LD RT LD RT LD RT LD
g2 gHbCIR393 LOD® 3.1 - - - - - - - _ _
RA(%)C  18(1) - - - - - - - - -
g2 gHbCIR540 Kd - - - - - - 10.9f - - -
pe - - - - - - <0.001 - - -
g4 gHbCIR88 LOD - 33 - 4.0 - 24 - - - -
EM58/7 R¥(%) - 7 (1) - 8.7 - 20 - - - -
g10 EM36/7 LOD 3.6 - - - - - - - — _
RA(%)  9(1) - - - - - - - - -
g1 gHbCIR215 LOD 3.8-6.3 - 4.2 - - - - - - -
EM3/24 R%(%)  8-10(3) - 7.8 - - - - - - -
g1 M613 LOD - - 4.0 - - - - - - -
R(%) - - 188 - - - - - - -
g12 EM15/3 LOD - 3.8-4.8 - 4.5 - - - 12.9 - -
LAP R%(%) - 7-13 (4) - 7.6 - - - 335 - -
g13 M13-1bn LOD 8.2-11.6 7.1-18.4 15.4 15.4 15.1 7.6 - - - -
EM36/14 R%(%) 13-22 (4) 16-36 (4) 343 34.2 34 18 - - - -
g14 EM22/9 LOD - - 3.9 - - - - - - -
R%(%) - - 7 - - - - - _ _
g15 gHbCIR45 LOD 8.8-15.3 - 3.8 - - - - - - -
EM3/17 R%(%) 15-26 (3) - 13.4 - - - - - - -
g16 EM54/1 LOD 3.9 - 3.7 - - - - - - -
gHbCIR161.L2 R%(%) 12 (1) - 12.5 - - - - - - _
Number of significant QTLs 6 3 6 3 1 1 0 1 0 0
Phenotype of the M. ulei strains NS WS WS HP VHP

HP, highly pathogenic; LD, lesion diameter; NS, nonsporulating; RT, reaction type; VHP, very highly pathogenic; WS, weakly sporulating.
2From Lespinasse et al. (2000b). Numbers in brackets are the number of strains for which this QTL has been detected. All these values are from
the RO 38 map on the whole population, except for the QTL on linkage group g16, which was detected with analysis of the F1 consensus map.

bLOD score value.

Proportion of the explained phenotypic variance.
dKruskal-Wallis value.

eProbability associated with K-value.

fPutative QTL (LOD < 2.9 or 0.0005 < P <0.001).

infected by G98), or when this allele is no more efficient (LD
when infected by San86). These results illustrate the complexity
of the M. ulei—Hevea pathosystem, where a complete resistance
is reached when favourable alleles are present at various loci
(major resistance gene and QTLs), and partial resistance may
be the result of the simultaneous presence of one to eight
QTLs. Furthermore, none of these 10 QTLs is effective when
infection occurs with a highly pathogenic strain like Pmb34.
This clearly means that the type of resistance brought by the
RO 38 parent, although outstandingly efficient in some
particular locations (Le Guen et al, 2003), is not directly
useful for producing varieties adapted to locations where
natural inoculum contains isolates with the same pathogenicity as
Pmb34.

This complex situation, where no clear relationship can be
established between number of resistance factors and specificity
vs nonspecificity or partial vs complete or sustainable vs

© The Authors (2006). Journal compilation © New Phytologist (2006)
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temporary resistance, has already been described for other
pathosystems involving woody perennial crops. For instance,
resistance of apple tree to scab (Venturia inaequalis) has been
demonstrated to be under monogenic or polygenic control
with various major resistance genes already identified (Olivier
& Lespinasse, 1982). Some of these major resistance genes
colocalize with resistance gene analogues (Calenge ez al., 2005).
A single cultivar can carry both a major resistance gene and
various resistance QTLs (Durel ez 4/, 2003), or broad-spectrum
and isolate-specific QTLs (Calenge ez al., 2004). Resistance of
poplar (Populus spp.) to rust (Melampsora spp.) can also be
under polygenic control (Prakash & Heather, 1989; Lefevre
etal., 1994; Villar et al., 1996) or monogenic control
(Cervera et al., 1996; Tabor et al., 2000). Recent studies have
also shown that a major Melampsora resistance factor had a
beneficial effect on several components of quantitative
resistance to various strains (Jorge ez al., 2005).
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The clone RO 38 has been planted in the Brazilian state of
Bahia since the 1970s in small-scale clonal trials. Later, it was
recommended for planting over large areas in central and
western Brazilian states (Gasparotto & Lim, 1984) and several
hundred hectares of this clone are now in production in Mato
Grosso state. In French Guiana, the area planted with this
clone is very small, not exceeding a few hectares. Comparison
of the host specificity of strain Pmb34 with that of 51 strains
originating from Bahia state (Mattos ez a/, 2003) on seven
Hevea spp. differentiating clones common to both studies led
to the conclusion that three of these 51 strains have the same
virulence factors as Pmb34. Furthermore, 30 of these 51
strains were able to sporulate on clone RO 38. The strain Pmb34
can thus be considered as an emerging race representative of
a type becoming predominant among natural inoculum of
Bahia state. A similar evolution could be under way in the
north of Mato Grosso where the strain San86 was prospected,
and where RO 38 is more abundant than in Bahia state. In
French Guiana, the natural inoculum seems to have been
restricted, until now, to nonsporulating or weakly sporulating
strains on RO 38. The lack of information about the patho-
gen, and particularly the absence of systematic sampling
and testing of new isolates from various parts of the rubber-
growing areas of Latin America, does not allow further
speculation about the durability of RO 38 resistance. There
is, however, a risk of emergence of Pmb34-like pathotypes
in Mato Grosso and other central states of Brazil, as occurred
in the state of Bahia.

In our case, although the highly pathogenic strain Pmb34
was able to overcome the 10 resistance factors identified in this
and previous studies, it is noticeable that for other cultivars this
same strain is merely able to sporulate weakly, or does not
present any sporulation at all (Table 1). This fact clearly indi-
cates that these cultivars carry efficient resistance factors
(either qualitative or quantitative), which were not overcome
by Pmb34 until now. Combining these efficient resistance
factors from various sources would theoretically be the safer
way to enlarge the spectrum of resistance, but for this more
knowledge on other resistance factors and also on diversity of
the pathogen is needed. Studies of pathogenic variability of
numerous strains of M. ulei, when inoculated on a host range
of rubber tree cultivars (Mattos ez @/, 2003), must be completed
with an exact determination of virulence factors as for the
Melampsora—Populus pathosystem (Pinon & Frey, 1997).
Characterization of genetic polymorphism of the pathogen
has been initiated (Le Guen et 2/, 2004) and must be continued
for a better comprehension of genetic differences between
isolates with apparently similar phenotypes (e.g. G77 and
G98). Finally, other studies of progenies issuing from parents
with confirmed sustainable resistance or with monogenic
resistance are in progress in Brazil and French Guiana, which
will undoubtedly lead to the identification of new resistance
factors that may be tentatively combined with those carried by

RO 38.
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Conclusions et perspectives

L’'inoculation de trois nouvelles souches sur laceéaslance du croisement PB 260 x RO 38 a
permis de mettre en lumiére la complexité de lstasce du génotype RO 38, héritée de son
parentH. benthamiana.

Quatre résultats majeurs peuvent étre dégagédtdectede (Figure 2.1).

1. Le méme phénotype de résistance partielle de haeaun observé aprés inoculation
par la souche G77 ou par la souche G98, ne meempgsu l'efficacité des mémes
QTL. Dans le premier cas, seul le QTL majeur en gdi3efficace, alors que dans le
second cas, six autres QTL mineurs additionnels é&galement efficaces.

2. Le QTL majeur en g13 est efficace a la fois suditanetre de lésions, sur le type de
réaction et sur la densité de stromas. Les QTL won#een revanche ne sont
généralement efficaces que sur un seul des comisodana résistance, a I'exception
du QTL se trouvant sur le groupe de liaison glficade a la fois pour le type de
réaction avec la souche G98, et pour la densitétrdenas en conditions naturelles
d’infestation en Guyane.

3. L’absence d’efficacité du QTL majeur en g13 seuradar une faible résistance voire
une forte sensibilité. Ce QTL joue donc bien ureriéhportant dans I'expression de la
résistance de RO 38.

4. Certaines souches, comme Pmb34 peuvent contoumeltanément tous les QTL de
résistance apportés par RO 38. La résistance puatyge de RO 38, qui peut dans
certains cas procurer une résistance totale (ssuéfi®, Una2, San91, Manl), peut

aussi se révéler totalement inefficace.

Les modeles courants d'interaction hote/pathogéee rendent pas compte de facon
satisfaisante des résultats obtenus ici. Une edgisttotale n’est pas synonyme de résistance
monogénique, une résistance partielle de haut nigeat étre monogénique, et une résistance
polygénique peut étre contournée par le pathogemeonséquence il est difficile de prédire
la durabilité d’'une résistance dans le cas du pggtemeM. ulei/Hevea, méme en ayant
identifié les principaux facteurs génétiques ddecedsistance. Un processus d’amélioration
variétale efficace pour ce qui concerne la réstsaau SALB ne peut pas faire I'économie
d’'une connaissance approfondie du comportemengéestypes ou cultivars possédant les
résistances que I'on souhaite utiliser. Puisqueefitification des facteurs génétiques qui

conditionnent la résistance d’un cultivar ne syfis a inférer ni l'universalité ni la durabilité
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de cette résistance, il est nécessaire que desvabeas de terrain soient pratiquées dans des
environnements les plus diversifiés possibles etusie longue durée afin de repérer des
résistances que I'on espére pouvoir utiliser danpracessus classique de sélection. Ce n’est
gu'apres avoir vérifié l'universalité d’'une résista (c'est-a-dire son maintien face a une
gamme d’isolats la plus diversifiée possible) et saractére durable en conditions naturelles
d’'infestation que l'on pourra envisager d'identifides facteurs génétiques qui la

conditionnent afin de les utiliser dans le cadiend’ sélection assistée par marqueurs (SAM).

911 | g12 | g13 | g14 | g15 |autres Phénotype Inoculum
TL observé pathogene
Résistance G70, Una2,
totale San91, Manl
Résistance partielle G77

de haut niveau

Résistance partielle G98
de haut niveau

Forte résistance Inoculum naturel
de Guyane
Résistan_ce partielle Sansé
faible
Hautement sensible Pmb34
B QTL majeur ou géne efficace I QTL mineur efficace

B Caractére non mesuré

Type de réaction\ /Diamétre des lésions

/

Densité de stromas

Figure 2.1. Efficacité des différents locus de résistancéoection de la nature de l'inoculum
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Chapitre 3 - Détection de nouveaux facteurs géngties liés a une

résistance durable au SALB chez le cultivar MDF180

Nous avons vu au chapitre précédent que lideatiimn des facteurs génétiques d’'une
résistance au SALB n’était pas une condition saffis pour prédire l'universalité et la
durabilité de cette résistance. L'objectif des gieigns et sélectionneurs étant la création de
cultivars possédant une résistance durable alli@m gotentiel élevé de production en
caoutchouc, la stratégie la plus appropriée sembie (i) d’identifier un (des) génotype(s)
présentant les caractéristiques de reésistance red@des ; (i) de caractériser les facteurs
génétiques qui sous-tendent cette résistance ktsdecaliser dans le génome au moyen de
marqueurs moléculaires et (iii) de transférer toutpartie de ces facteurs génétiques de
résistance dans un fonds génétique issu de cutavéort potentiel de production.

Nous nous proposons dans ce chapitre de répongrpaants (i) et (i) mentionnés ci-dessus
en ce qui concerne un cultivar encore assez pewgdaen que planté depuis plus de 30 ans :
le clone MDF180. Ce clone est le résultat de latiplidation par greffage d’'un arbre
directement issu d’'une population sauvage de lsoméde Madre de Dios, en Amazonie
péruvienne. Comme il sera vu dans le chapitre gofaulation constituée d’arbres originaires
de cette région est génétiguement trés proche rdsayiopulations brésiliennes des états
voisins de I’Acre et du Rond6nia. Ces populationspar ailleurs montré une forte proportion
d’individus possédant un haut niveau de résistanc8ALB (Le Guen et al 2002). Un certain
nombre d’individus de ces diverses populations duid de Dios, de I'Acre et du Rondoénia,

sont rassemblés dans une collectwsitu a Combi.

La stratégie que nous comptons développer congisi@ractériser la résistance durable de
MDF180, a localiser les genes ou QTL de résistamcenoyen de marqueurs moléculaires,
puis a rechercher la présence d’'alléles de résistan sein des populations disponibles en

collection par génétique d’association dans leensggénomiques ainsi définies.

Ce chapitre sera donc divisé en deux parties, dmjgre sous forme d’article paru dans la
revue Crop Protection s’attachera a décrire la résistance du clone MDF&8 la seconde
partie relatera la cartographie des facteurs ggumesi impliqués dans cette résistance. Le
travail de cartographie sur une descendance dweddDF 180 présenté au cours de ce
chapitre est réalisé dans le cadre du projet ANReBkEnte "GENESALB" conduit en
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partenariat avec la société Michelin, le Cirad 'Blniversité d'Etat Santa Cruz (UESC)

d'llheus dans I'état de Bahia au Brésil.

3.1. Article publié en 2008 dans la revu€rop Protection
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The resistance of the MDF 180 Hevea brasiliensis cultivar to South American leaf blight caused by
Microcyclus ulei has been studied under both controlled conditions of inoculation, and under natural
infestation in the Brazilian state of Bahia. Inoculated isolates on this cultivar in most cases developed
sporulating lesions and produced conidiospores, but at a moderate level, characteristic of a race non-
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controlled conditions or in natural infestation, whereas it is commonly observed on other susceptible
cultivars. This type of resistance has seldom been described for other pathosystems. MDF 180 resistance
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on industrial scale, but its resistance characteristics make it a good progenitor candidate for rubber tree
resistance breeding programs.
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1. Introduction

South American Leaf Blight (SALB) caused by an Ascomycota
fungus, Microcyclus ulei, is the most severe disease affecting Hevea
spp. Its occurrence in nearly all rubber tree growing areas of Central
and South America is a major impediment to natural rubber
production expansion in this part of the world. Since all high
yielding Asiatic clones are, without any exception, highly suscep-
tible to SALB, its accidental introduction in West Africa or South
East Asia would result in devastating economic consequences for
millions of smallholders whose main income is based on rubber
tree cultivation. Furthermore, as a pathogen of a strategic crop,
M. ulei has been listed by the U.S. National Research Council as
a potential biological weapon (Madden and Wheelis, 2003).
Chemical control of this disease is achievable in nurseries and on
young trees, but is only marginally economical on adult trees.

The biological cycle of M. ulei can be divided into two distinct
phases (Chee and Holliday, 1986): the asexual phase produces huge
quantities of conidia on the lower side of leaflets, 10-12 d after
infection. Sexual structures (perithecia usually in denominated
stromata) appear later on the necrotic margin on the upper part of

* Corresponding author. Tel.: +33 4 67 61 55 35; fax: +33 4 67 61 57 93.
E-mail address: vincent.le_guen@cirad.fr (V. Le Guen).

0261-2194/$ - see front matter © 2008 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cropro.2008.07.012

the leaflets, once the leaves reach maturity. Ascospores are
assumed to be produced 1-5 months after infection (Langford,
1945; Holliday, 1970; Chee, 1976), though without experimental
evidence. The mating system of M. ulei, whether homothallic or
heterothallic, remains unknown. Survival of ascospores within
stromata during the unfavourable dry season is an important
feature (Chee and Holliday, 1986), along with long distance
dispersion achieved through small ascospore size.

Genetic resistance against SALB has been sought for more than
50 years. Native Hevea trees from various parts of the Amazonian
forest have been evaluated, and some of them were very promising
when cultivated in M. ulei affected areas. Unfortunately, the resis-
tance did not last more than a few years (Lima et al., 1992):
presumably resistant Hevea clones suffering fungal attacks as
severe as observed on known susceptible clones.

A survey carried out in the 1940s in Madre de Dios Peruvian
region (Seibert, 1947) has to be singled out among various rubber
tree agronomists and geneticists’ attempts to enhance SALB genetic
resistance in rubber trees. Rubber trees of Hevea brasiliensis dis-
playing apparent fair SALB resistance were identified. In 1948, the
Ministry of Agriculture of Peru organized jungle seed sampling in
this region (Rands and Polhamus, 1955), and 40,000 seedlings
provided to Firestone Plantations Co. were grown in Guatemala in
a cooperation program with the USDA Rubber Investigations Group
(Bos and McIndoe, 1965). Seedlings were evaluated and some of
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them demonstrated a high degree of SALB resistance. A generic
name, MDF, (standing for “Madre de Dios Firestone”), was given to
them. Budwood was sent to Liberia to the Harbel rubber tree
plantation, and crosses were carried out with Asiatic clones,
attempting to combine this good SALB resistance with the high
latex yielding Asiatic clones. Various rubber tree clones were thus
evaluated at the nursery stage and the more promising genetic
material was sent to the Firestone plantation of Fazenda Trés
Pancadas (Bahia, Brazil), either as pure MDF clones or crossed with
Asiatic clones, for field evaluation. When this plantation was
acquired by the Michelin group in the 1980s (and its name changed
to “Planta¢6es Michelin da Bahia”, or PMB), field trials were still
young and available data on resistance performance and yielding
potential of these new clones were few. Field evaluation of this
material by Michelin agronomists and phytopathologists are still
running today. Among all evaluated cultivars, the MDF 180 clone
has been noted for its outstanding agronomic performance during
SALB epidemic periods for many years. The present paper intends
to describe its features regarding SALB resistance. It synthesizes
studies carried out by Plantagdes Michelin da Bahia (Brazil)
research department and Cirad research centre of Kourou (French
Guiana), as parts of a common research project on SALB.

Brazil is the only country where the MDF 180 clone has been
planted on a significant scale, predominantly in the state of Bahia.
Rubber tree cultivation was initiated in this state in the 1950s, and
plantations were rapidly infected by SALB (Gongalves, 1968). In an
attempt to avoid severe losses due to SALB attacks, rubber tree
growers chose to grow diversified clones. Various studies also
showed a great diversity of the pathogen in Bahia state (Chee et al.,
1986; Mattos et al., 2003). MDF 180 was planted on 852 ha between
1972 and 1997, including 650 ha on the PMB plantation, either as
based budded trees or as crown budded on high producing Asiatic
trunks. The remaining 200 ha were planted on other plantations, in
the neighbouring plantation to the PMB, and in a radius of 300 km
from it. Such plantations were all surrounded by various other
rubber tree cultivars, most of them more susceptible to SALB than
MDF 180, so providing this clone with a regular exposure to a huge
natural inoculum.

MDF 180 has also been evaluated in genetic trials planted in the
PMB between 1991 and 2004. Ultimately, the MDF 180 clone is also
present in a germplasm ex situ collection located on the PMB
plantation. MDF 180 resistance to M. ulei natural infestation was
observed on every type of plot: industrial, pre-development,
genetic trial and germplasm collection.

2. Material and methods

Results presented in this paper were obtained from inoculations
under controlled conditions in the PMB plantation and in French
Guiana, and from field observations in the PMB plantation.

2.1. Inoculation under controlled conditions for test of
SALB resistance

Fungal isolates were regularly collected in the field from rubber
tree clones representative by their cultivated areas and their
resistance performance to SALB, and assessed for their spectrum of
virulence under controlled conditions, in order to monitor the high
M. ulei inoculum diversity in the PMB plantation. Such evaluation
was carried out by inoculating a rubber tree host range of nine
cultivars, including MDF 180 (Table 1). All nine cultivars, except FX
2784, had already been characterized for their ability to discrimi-
nate between M. ulei isolates (Junqueira et al., 1988), and all of
them, except PA 31, had been planted for latex production purposes
on significant areas in the PMB plantation. The present paper
presents an analysis based on resistance data of these nine cultivars
60

Table 1
Genetic background of tested Hevea clones, expressed in proportion of their specific
parentage

Asiatic cv Primary Brazilian clone

H. bras H. bras H. benth H. pauc
FX 2784 0.5 0.5 - -
FX 985 0.5 0.5 - -
FX 2261 0.5 0.5 - -
FX 4098 0.5 0.5 - -
MDF 180 - 1 — -
FX 2804 0.5 - 0.5 -
FX 3899 0.5 - 0.5 -
IAN 6158 0.875 - 0.125 -
PA 31 - - - 1

H. bras = Hevea brasiliensis.
H. benth = Hevea benthamiana.
H. pauc = Hevea pauciflora.

to 160 isolates. Among these isolates, 113 were collected between
1992 and 2006 on 48 different genotypes in the PMB plantation and
the other 47 isolates originated either from field plantations in
French Guiana or from other rubber tree growing areas in Brazil
(mainly in Mato Grosso and Amazonas states). All these isolates
were inoculated on the same set of nine host rubber trees. The
evaluation process of clone resistance under controlled conditions,
described hereafter, was identical in the PMB plantation (for
isolates collected there) and in French Guiana (for the other
isolates).

In order to purify isolates collected in the field, conidia obtained
from a single lesion were re-inoculated three to four times under
controlled conditions, on leaflets of a susceptible clone. For each re-
inoculation, we used conidia from a single lesion. The isolates could
then either be transferred onto culture medium for long term
conservation (Mattos, 1999) or directly used to assess spectra of
virulence. Cultures were not derived from single spore inoculation
and there was thus no certainty of their genetic homogeneity. In
case of conservation on culture medium, isolates were re-activated
by inoculation on a very susceptible clone, before being tested on
a Hevea host range under controlled conditions.

Young trees were clonally propagated by grafting on rootstocks
and then grown in a greenhouse. Because dynamics of spore and
lesion formation with the age of inoculated leaves has been pointed
out (Junqueira et al., 1990; Lieberei, 2007), leaf stage B, as described
by Halle and Martin (1968) was chosen for inoculation. This leaf
stage, considered as the most susceptible, was consequently used
by several authors (Junqueira et al., 1986; Hashim and Pereira, 1989;
Mattos et al., 2003) for leaf inoculation by M. ulei. Plants presenting
leaves at this B2 stage were thus transferred from the greenhouse
to the inoculation chamber, enabling a tight control of environ-
mental parameters: temperature of 24°+2°C, rh >95%, and
a 12:12 h photoperiod.

Conidia were suspended in sterile water with 0.05% Tween 80,
and the final concentration was adjusted to 2 x 10° conidia ml~!
(Mattos, 1999). The lower surfaces of three young leaves were
inoculated with a conidial suspension, using a Paasche airbrush set.
Sporulation was scored 12 d after inoculation on all inoculated
leaflets, and trees were then transferred from the inoculation
chamber to a greenhouse. Stromata score (as described below) was
recorded 3 months after inoculation.

2.2. Field trials

Field trials consisted of the survey of a small scale clonal trial
where MDF 180 and eight other cultivars used for testing isolate
virulence under controlled conditions were present (Table 1) and of
an ex situ collection made of 190 accesssions.
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The clonal trial consisted of three replications of 12 trees in
randomized blocks. It was planted in 1992 with a 500 tree-
s ha~'density, which is the density used for latex production. Trees
were assessed for sporulation intensity, stromata and foliar density,
at least three times a year, at the beginning, during and at the end of
the rainy season, respectively.

In the ex situ collection, each accession was represented by 10
trees planted at a 3300 treesha™! density. This high planting
density calls for a periodic cutting of all trees to avoid their exces-
sive development and is usually made between 50 cm and 1 m
above the grafting junction during the dry season. Branches and
leaves are totally eliminated, so that new contaminations always
occur with natural inoculum coming from adult rubber trees in the
neighbourhood of the collection. This collection was assessed for
sporulation intensity and stromata density at least twice a year
during the rainy season. Foliar density assessment was not possible
in the collection because of high planting density and annual
cutting of trees.

2.3. Disease assessment

Scoring of sporulation from inoculated plants was performed
under a stereo microscope (x40) using a 1-6 scale for sporulation
intensity adapted from Junqueira et al. (1988), where 1 = necrotic
non-sporulating lesions, 2 = chlorotic non-sporulating lesions,
3 =slight sporulation on lower side of leaflets, 4=moderate
sporulation on lower side of leaflets, 5 = high sporulation on lower
side of leaflets, and 6 = high sporulation on both sides of leaflets.
Stromata density was assessed using a 0-4 scale where 0=no
stroma, 1=1-5 stromatas per leaflet, 2 =6-15 stromatas per
leaflet, 3 =16-50 stromatas per leaflet, and 4 =more than 50
stromatas per leaflet. For both sporulation and stromatal ratings,
the score for each tree was the highest score observed on its
leaflets.

For field evaluation, a global score was given to each tree, cor-
responding to the leaf with the most severe symptoms, using the
above scales.

Foliar density in the field was visually estimated once a year, in
November, i.e after refoliation, with comparison to a drawn refer-
ence 0-100% scale with a 10% step, as already used by Guyot et al.
(2001), where 0% was the total absence of foliage and 100% was the
leaf density of a tree with all its branches totally covered by mature
leaves.

2.4. Statistical analysis

Statistical analysis of sporulation data observed under
controlled conditions was made with Statistica® software. An
analysis of variance was performed with ‘clone’ treated as random
effect in a general linear model.

3. Results
3.1. Symptoms observed under controlled conditions

There was a significant difference among clones for their global
resistance to the 113 PMB isolates (F=27.9, P<0.001) and to 47
other isolates (F= 8.54, P < 0.001). An effective production of con-
idiospores by all 113 M. ulei isolates collected on the PMB plantation
was observed after inoculation onto MDF 180 indicating that there
was no kind of complete resistance to these isolates, either due to
a hypersensitive reaction or to other mechanisms (Table 2). On the
other hand, the maximum score of 6 for sporulation intensity was
never recorded for this clone. Sporulation intensity on cultivar MDF
180 always ranged from 3 to 5, indicating a limited to intense (but
not maximal) spore production. On eight other clones of the

Table 2

Percentages of scores of sporulation intensity obtained by MDF 180 and eight other
Hevea cultivars when infected by different isolates of M. ulei under controlled
conditions of inoculation

Hevea cultivars

FX985 MDF180 FX2261 FX4098 FX2784 FX2804 FX3899 IANG158 PA31

Score 113 Isolates from PMB plantation (Bahia, Brazil)

1 38.1 0.0 16.5 9.9 283 26.1 32.7 15.0 29.5
2 133 0.0 26.6 5.4 66.4 10.8 53 0.9 16.1
3 133 8.2 24.8 16.2 0.0 243 221 389 241
4 133  65.5 26.6 46.8 0.0 11.7 204 24.8 30.4
5 8.0 264 2.8 15.3 0.0 234 8.8 124 0.0
6 14.2 0.0 2.8 6.3 53 3.6 10.6 8.0 0.0
Score 47 Isolates from various locations of Brazil and French Guiana

574 128 277 0.0 30.8 19.6 42.6 6.3 na
191 128 19.1 0.0 69.2 58.7 277 75.0 na
106 170 149 30.8 0.0 43 85 6.3 na
10.6 404 10.6 30.8 0.0 43 43 12.5 na
00 17.0 6.4 7.7 0.0 6.5 4.3 0.0 na
2.1 0.0 213 30.8 0.0 6.5 12.8 0.0 na

AU WN =

1: Necrotic lesion without sporulation; 2: chlorotic lesion without sporulation; 3-5:
slight to intensive sporulation on lower side of leaflets; 6: intensive sporulation on
both sides of leaflets. na: not available.

differential host range, absence of sporulation was observed for
15.9% (IAN 6158), to 94.7% (FX 2784) of isolates. Furthermore,
except for PA 31, scores 5 and 6 were recorded for all other clones.
Considering that these 113 isolates collected on 48 rubber tree
cultivars, they are assumed to be representative of natural M. ulei
inoculum in the PMB plantation, so that MDF 180 resistance
performance can reasonably be generalized for all isolates of this
area.

Sporulation intensity scores reached after inoculation with
isolates from other areas of Brazil and from French Guiana were
consistent with scores obtained with isolates from PMB, except for
the MDF 180 cultivar, where over 25% of isolates gave scores 1 and 2
(Table 2). This indicates that, unlike PMB isolates, some of the
isolates from French Guiana and from other regions of Brazil were
not able to sporulate on MDF 180. However, similar to the 113 PMB
plantation isolates, none among the 47 tested in Table 2 gave
a score 6 on MDF 180.

Stromata density was only noted and assessed on 48 of the 113
isolates from the PMB plantation, and none produced stroma on
MDEF 180. This important observation means that, though these 48
isolates could produce asexual spores, none of them was able to
complete sexual reproduction on MDF 180. Regarding the other
eight clones mentioned in Table 1, stromata could be observed for
all strains able to produce conidiospores (scores 4-6).

3.2. SALB evaluation in the field

Table 3 presents data of sporulation intensity and stromata
presence scored on six of the nine clones given in Table 1. Data were
collected during 3 consecutive years (1994-1996) on the above
described small scale clonal trial. Both MDF 180 and IAN 6158
clones behaved identically with moderate sporulation and absence
of stromata. Partial resistance of MDF 180 observed under
controlled conditions is thus confirmed with field evaluation. The
other four tested clones exhibited high sporulation (scores 5-6) and
abundance of stromata (scores 2-3). Surprisingly, cultivar FX 2784
behaved in the field as a highly susceptible one, with constant high
sporulation intensity and abundance of stromata, in contrast to
scores obtained under controlled conditions (where more than 90%
of isolates did not succeed in producing conidial sporulation). From
1997 to 1999, cultivars MDF 180, IAN 6158, FX 3899 and FX 2784
maintained a high leaf density in the same small scale clonal trial
(Table 4), whereas cultivars FX 2261 and FX 4098, both as resistant
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Table 3
Sporulation intensity and presence of stromata for six Hevea cultivars observed in
a field experiment in PMB plantation (Bahia, Brazil)

Table 5
Sporulation intensity and presence of stromata on MDF 180 and seven Hevea
cultivars in an ex situ collection in Bahia (Brazil)

Symptom Sporulation intensity Stromata density Sporulation intensity Presence of stromata
Year of observation 1994 1995 1996 1994 1995 1996 1996 1997 1998 1999 2000 2001 1996 1997 1998 1999 2000 2001
MDF 180 4 4 4 0 0 0 MDF 180 4 4 4 4 4 4 0 0 0 0 0 0
IANG6 158 4 4 4 0 0 0 IAN 6158 4 4 6 6 4 5 1 0 1 2 0 2
FX 2261 5 5 6 3 3 3 FX 2784 6 5 6 6 6 6 3 3 3 3 3 3
FX 2784 6 5 6 2 3 3 FX 4098 6 6 6 6 6 5 3 3 3 3 3 3
FX4098 5 5 5 3 3 3 FX 3899 6 5 6 6 6 6 3 2 3 3 3 3
FX 3899 5 6 5 3 3 3 FX 2804 6 5 6 6 6 6 3 3 3 3 3 3

- . - - FX985 5 6 6 6 6 6 3 3 3 3 3 3
Each cultivar was represented by three replications of 12 trees in a randomly design PA 31 4 4 4 3 3 3 0 0 0 0 0 0

experiment planted on a total area of 7.3 ha in 1992.

Sporulation intensity: 1=necrotic non-sporulating lesions; 2 = chlorotic
non-sporulating lesions; 3 =slight sporulation on lower side of leaflets;
4 = moderate sporulations on lower side of leaflets; 5 = high sporulation on lower
side of leaflets; 6 = high sporulation on both sides of leaflets.

Stromata density: 0 = no stroma; 1=1-5 stromatas per leaflet; 2 = 6-15 stromatas
per leaflet; 3 =16-50 stromatas per leaflet; 4 = more than 50 stromatas per leaflet.

as the four previous ones under controlled conditions, had
a decreasing foliar density. When compared, leaf density of the two
highly susceptible cultivars FX 3864 and RRIM 725 dropped under
50% from 1999, 6 years after planting.

The scores for SALB resistance routinely carried out in ex situ
collection in PMB plantation (Table 5) are consistent with those
presented in Table 3, except for IAN 6158 which exhibited, during 4
non-consecutive years, low to moderate abundance of stromata.
The resistance of PA 31, showing moderate production of con-
idiospores and no stromata is also worth noting. Unfortunately, this
cultivar is Hevea pauciflora, a species with very low rubber
production potential.

4. Discussion

Field conditions are not as optimal as controlled conditions for
disease development and susceptibility to SALB measured by
sporulation intensity under artificial inoculation is globally higher
to that observed with natural infestation in the field. However, FX
2784, showing much greater sporulation in the field than in
controlled inoculations, constitutes an exception to this rule. This
feature can be explained by the fact that FX 2784 has a monogenic
and complete resistance efficient against the majority of isolates
naturally present in the field (unpublished results). However, this
resistance has been bypassed by some isolates from the PMB,
scoring maximum sporulation. Because these isolates increased
their adaptive fitness on this particular clone, they were positively
selected on monoclonal FX 2784 plots, so that sporulation and
stromata scores always reach maximum levels under natural
conditions in the PMB.

SALB resistance type expressed by MDF 180 can be characterized
by four important features.

Table 4
Foliar density (in %) on MDF 180 and seven other clones in a genetic trial planted in
1993 in PMB plantation (Bahia, Brazil)

Cultivar Year of observation
1997 1998 1999 . 2001 2002

MDF 180 99 94 98 100 96
IAN 6158 100 100 100 98 88
FX 2261 83 83 57 - -

FX 2784 97 96 91 - -

FX 4098 96 95 75 - -

FX 3899 97 98 96 - -
RRIM 725% 96 86 41 - -

FX 3864* 86 65 27 - -

2 Highly susceptible clones.
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For signification of scores of sporulation intensity and presence of stromata, see
Table 3.

(i) Sporulation intensity in Bahia state is always restricted to 3-5
score interval in inoculation chamber experiments, and most
often 3-4 in the field. The fact that every M. ulei isolate seems
to be able to sporulate on this clone, although sporulation
remains moderate, indicates the genetic nature of this resis-
tance. This type of resistance is usually polygenic and,
presumably, more durable than single gene resistance (Geiger
and Heun, 1989).

Some isolates, unable to sporulate on MDF 180 were
detected in other areas of South America. Although interac-
tions between these isolates and MDF 180 were not further
investigated, we hypothesize that absence of sporulation was
due to weakly pathogenic isolates in these areas, rather than
gene for gene interactions. Isolates unable to produce conidia
on MDF 180 were already described by Junqueira et al. (1986),
principally in what was denominated by the authors as “group
1 of physiological strains”.

(ii) M. ulei is unable to produce its teleomorph on MDF 180. The
special SALB resistance feature of this clone has already been
described (Sambugaro et al, 2004) and is explained by
phenolic compounds accumulating from 45 days after inocu-
lation and lasting - at least - 90 more days. Absence of stro-
mata associated with partial resistance has been reported for
other rubber tree cultivars, but only following infection with
one single isolate (Garcia et al., 1999), or with an unspecified
number of isolates (Junqueira et al., 1990), and in both cases
without field confirmation. MDF 180 cultivar displays the first
occurrence of a partial resistance associated with total absence
of the teleomorph of M. ulei. This was observed after inocu-
lation with more than 150 isolates and confirmed in natural
conditions of infestation for more than 30 years. We were not
able to find any literature describing this phenomenon in
other pathosystems, which does not necessarily mean this
case unique. Phytopathologists frequently focus their atten-
tion on the initial epidemic process when small variations in
resistance traits can have a great influence on infestation
speed and on disease final spread and intensity. For instance,
in a Niks and Rubiales (2002) review, all stages of an infection
process that can be subjected to genetic variation contributing
to partial resistance are discussed, but circumstances where
partial resistance of a cultivar is associated with absence of
a teleomorph is neither discussed nor documented with an
existing pathosystem. In the same way, this characteristic is
not mentioned among various parameters used in models for
predicting resistance durability (McDonald and Linde, 2002).

(iii) MDF 180 is planted in field conditions among susceptible
clones able to sporulate abundantly. However, severe defoli-
ation (either on young or on adult trees) was never conse-
quently observed. This suggests that MDF 180 presents other
factors of partial resistance to SALB: reduced lesion size,
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tolerance to the disease or phenological behaviour propitious
to disease avoidance.

(iv) As mentioned above, MDF 180 has been planted in the state of
Bahia since 1972 on a total area of 850 ha, and all plantations
are still living with a fairly good density of plants. According to
the generally accepted definition of durable resistance “...a
resistance that remains effective while being extensively used in
agriculture for a long period in an environment conducive to the
disease” (Johnson, 1981), it can be asserted without any doubt
that MDF 180 resistance belongs to this category. This resis-
tance durability is all the more remarkable since the Bahia
plantation rubber tree cultivated area is characterized by
a high diversity of M. ulei virulence (Mattos et al., 2003).
Furthermore, resistance durability of a perennial crop to
fungal disease is difficult to maintain because there is no way
to achieve alternated cultivars in a same field from one year to
the next.

This is the first occurrence in the literature of a thoroughly docu-
mented durable SALB resistance in a rubber tree clone. The combi-
nation of all above described characteristics is a good indication that
this resistance will remain effective, though it is not clear whether the
resistance parameters are related. Many studies focused on resistance
mechanisms that are triggered during the first hours after penetra-
tion (Blasquez and Owen, 1963; Hashim and Pereira, 1989; Garcia
et al, 1995), however, the physiological process through which
mycelium development and conidiospore production are possible,
but stromata formation never occurs, has never been described.
Studies of differentially expressed genes during a compatible inter-
action between M. ulei and MDF 180 and other clones which allow
stromata formation would certainly help in determining what are, in
this particular case, the genetic factors induced in delayed pathogen
defence, as suggested by Lieberei (2007).

Though IAN 6158 cultivar appears in Table 3 as having a field
resistance similar to that of MDF 180, it has already been docu-
mented for the failure of its resistance in the field (Lima et al., 1992)
and in controlled inoculations (Lima et al., 1994). Such loss of
resistance has never been observed for MDF 180, despite greater
area and longer duration of planting than for IAN 6158.

To date, RO 38 is the only clone for which the genetic basis for
resistance is fully characterized. RO 38 issued from an interspecific
cross between H. brasiliensis and Hevea benthamiana. A genetic map
was established (Lespinasse et al., 2000a), quantitative trait loci
(QTLs) for resistance against various M. ulei strains under controlled
conditions of inoculation were located (Lespinasse et al., 2000b)
and a major gene for resistance in natural infestation conditions
was identified (Le Guen et al., 2003). However, despite its multi-
genic determinism and like other already identified resistant
clones, RO 38 resistance has been bypassed by some highly path-
ogenic strains of the fungus (Le Guen et al., 2007) so that this clone
can in no way be used as a source of sustainable resistance in
a breeding program.

The MDF 180 clone has also been planted on an experimental
scale in two other locations distant from Bahia. The first location is
Plantacdes Edouard Michelin, located in Itiquira (Mato Grosso,
Brazil), where SALB is severe during the rainy season (4 months per
year). The second one is on the experimental research station of
Combi (French Guiana), located inside the natural area of occur-
rence of the genus Hevea, where M. ulei is endemic. In both places,
some MDF 180 trees are present in ex situ collections and in
progeny tests. In Mato Grosso, MDF 180 performance looks similar
to that observed in Bahia: moderate sporulation, no teleomorph
and no observable defoliation of the affected trees. In French Gui-
ana, no sporulation and obviously no teleomorph were observed on
this clone. This might be due to the lower aggressiveness of the
natural inoculum, as suggested by Table 2 data.

Despite these favourable resistance characteristics, MDF 180 is
not a widely planted clone and has not been adopted by South
American rubber tree growers for rubber production because of its
rather low latex yield potential. Dry rubber production generally
ranges from 0.9 to 1.1 tha~! year™!, compared with modern Asiatic
clones one, which frequently exceed 2.0 t ha~! year—!. However, it
may be a good parent in breeding programs that attempt to
combine its SALB durable resistance with the high yield potential of
very susceptible Asiatic clones. Such a breeding scheme began in
2002 as a cooperative program between Brazil and French Guiana.
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3.2. Cartographie de facteurs de résistance chkzcultivar MDF180

Ainsi que nous l'avons exposé dans lintroductiom @k chapitre, la localisation de ces
facteurs de résistance a pour objectif de déf@sirégions du génome au sein desquelles se
concentrera la recherche d’alléles favorables pagtique d'association dans les populations
en collection. L'objectif n'est donc pas d’obtenine localisation précise des locus de
résistance, mais d’identifier les régions du géndares lesquelles on cherchera a caractériser
I'étendue du désequilibre de liaison entre marquetirde possibles associations génétiques
entre marqueurs et caractéres d’intérét. L'ideratfon de ces régions génomiques étant un
préalable nécessaire a la poursuite des travauws aeons donc privilégié dans un premier
temps la rapidité d’établissement de la carte ggmetpar rapport a la densité de marquage.
Pour cela, nous avons utilisé les informations ahigpes sur la localisation des marqueurs
microsatellites établie a partir d’autres descendanafin d’optimiser leur cartographie dans
la descendance PB260 x MDF180. Nous avons donctiggleé dans la mesure du possible
les marqueurs microsatellites afin d’'uniformisarrlggpartition le long du génome de I'hévéa,
évitant ainsi d’avoir des régions excessivementsedenen marqueurs alors que d’autres

pourraient ne pas étre couvertes du tout.
3.2.1. Matériel et méthodes

Les méthodes relatives aux inoculations en conditicontrolées, aux observations en
conditions naturelles d'infestation, a la lectues dymptébmes provoqués pl. ulei, a
I'extraction d’ADN et a l'analyse des marqueurs $8Rdéja été decrites dans la partie 1.4.

du présent document.

3.2.1.1. Matériel végeétal

La cartographie génétique ainsi que les tests déngifipage ont été réalisés sur la
descendance du croisement PB260 x MDF180. Cetteeddance a été réalisée par
pollinisation manuelle sur la Plantation Edouarcihdlin (PEM) située dans I'état du Mato

Grosso au Breésil, et introduite sous forme de g@wien Guyane en février 2003. Les plants
issus de graines ont été multipliés par greffage@rsson sur porte-greffe non clonal (10
greffes a partir de chaque plant) des le stadenj@¥pi Les clones de greffe ainsi obtenus ont
permis la mise en place de deux dispositifs expErtaux : un essai planté au champ a Combi

en conditions naturelles d’infestation par le SAlEB,un essai établi en serre a Kourou, afin
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d’effectuer des inoculations en conditions con&éléDes prélevements de feuilles ont été
effectués sur 351 clones de cette descendancepamgué afin d’en extraire 'ADN.

L’essai au champ porte l'identifiant Combi 16 etmmrte 298 descendants du croisement
PB260 x MDF180, ainsi que les 2 parents. Chaqueeckst représenté par une parcelle

élémentaire de 4 arbres, avec randomisation commgé parcelles.

Un total de 195 clones de la descendance PB260 k1D a raison de 3 plants greffés pour
chaque clone a été maintenu en sacs de pépiniptacés en serre a Kourou afin de pouvoir
y étre inoculé en conditions controlées d’infestatiCes 195 clones constituent un sous-

ensemble des 298 clones plantés dans le dispOGsitibbi 16.

3.2.1.2. Souches dé. ule

Trois souches ont été utilisées pour cette étuelex douches (FTP39 et PMB23.1) provenant
de la Plantation Michelin de Bahia (PMB) au Brésil,une autre (CB101) de la station
expérimentale de Combi. Elles ont été isolées ssrfduilles d’arbres sensibles au SALB
puis multipliées et purifiées par inoculations sssives de cultivars sensibles, ainsi qu’il en
est fait description au paragraphe 2.1 de la prenpartie du présent chapitre. De plus, la
souche PMB23.1 a fait I'objet d’'un isolement conmpéitaire & partir d’'une seule conidie

permettant I'obtention de cultures monospores ggmétinent homogenes.

Ces souches ont été testées sur la gamme hoétaidiitent destinée a caractériser les

nouveaux isolats, et les résultats figurent danaldkau 3.1.

Tableau 3.1. Notes de type de réaction (TR) observées sur la gamme héte pour les 3 souches utilisées

F 4542 FX985 FX2261 FX2784 FX2804 RO38 FX4098 IAN 6158 MDF 180 PB 260

FTP 39 - 1 4 6 4 6 1 4 3 6
PMB 23.1 4 1 1 2 6 6 4 4 3 6
CB101 1 - 1 1 1 3 - 2 6
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Les deux souches brésiliennes FTP39 et PMB23.&rdiit nettement par leur pathogénicité
sur les clones FX2261, FX2784, FX2804 et FX4098dgamme hote. La souche guyanaise

CB101 présente un faible niveau général de pathcigg&ret notamment sur le clone RO38.
3.2.1.3. Tri des marqueurs microsatellites

Une part importante des marqueurs utilisés a déjaatographiée sur d’autres descendances
et il était donc possible de prévoir leur emplaceinseir les groupes de liaison tels qu'ils ont

été définis par Lespinasse et al. (2000a).
3.2.1.4. Analyse des données

Les aspects théoriques de I'établissement d'unie cgmétique dans le cas d’'un croisement
entre deux individus hétérozygotes non-apparentégt@ abordés par Ritter et al (1990) et
Lespinasse et al (2000a). lls reposent sur uneg/sama&n double pseudo-testcross des profils

microsatellites obtenus.

L'établissement des cartes génétiques a partidal@sées de génotypage a été réalisé avec le
logiciel JoinMap ® 3.0 (Van Ooijen & Voorrips 2001Chaque marqueur pouvant étre
polymorphe chez I'un ou l'autre des parents owdes, trois cartes différentes ont donc été
établies. Pour les deux cartes basées sur le pghpisme des marqueurs vis-a-vis d'un seul
parent, les génotypes de chaque individu n‘ont@lés que pour leur allélisme du seul parent
a cartographier, l'autre étant considéré comme monghe. Seules 2 classes génotypiques
sont donc a considérer pour chaque marqueur. Alasisens du croisement étant par

convention PB260 x MDF180, les ségrégations auxjoeurs ont-elles été codées :

<Imxll> pour la cartographie de PB260, avec obs@mades classes génotypiques Il et Im

<nnxnp> pour la cartographie de MDF180, avec oladEm des classes nn et np.

Pour la carte consensus, les marqueurs polymorges les 2 parents ont servi de ponts
entre les 2 cartes et ont été codés <abxcd>, ensmration des classes ac, ad, bc et bd. Pour
les marqueurs réellement polymorphes chez un ssutldux parents, la codification exposée

ci-dessus pour les 2 cartes monoparentales a é@téemae.

La valeur seuil de LOD pour établissement des grsuge liaison a été fixée a 2.0.

L'ordonnancement des marqueurs sur un méme graupaisbn a été effectué en utilisant la
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distance de Kosambi, pour tous les couples de marguayant un taux de recombinaison

inférieur a 0.49 et un LOD supérieur a 1.0.
La cartographie de QTL a été effectuée avec leieigapQTL® 5 (Van Ooijen 2004).
Trois méthodes ont été successivement utilisées.

Tout d'abord, pour tenir compte du fait que lesceares phénotypiques étudiés ne présentent
pas dans I'ensemble une distribution normale, agaas appliqué le test non paramétrique de
somme des rangs de Kruskal-Wallis a chaque locsegrégation. Ce test présente l'avantage
de ne pas nécessiter de conditions particuliereseraant la distribution des caracteres
observés. Il n'est notamment pas affecté par lanoomalité des distributions. Ce test a donc
été pratiqué sur les deux cartes parentales avesewihde probabilité P=0.001. Ensuite, la
détection de QTL par "interval mapping” (Lander &tBtein 1989) a été effectuée sur les
deux cartes parentales, avec une valeur seuil d&@ H©® 3.0 correspondant a une erreur
globale de type | de 5% pour I'ensemble du gén@meée valeur seuil de LOD a été calculée
par permutations sur I'ensemble du génome (Chu&Hiloerge 1994). Les marqueurs avec
des valeurs de LOD supérieures a 3.0 ont enfinuétisés comme cofacteurs pour une
analyse en "Multiple QTL Model" mapping (Jansen 399 orsqu'un QTL a été détecté a
proximité d'un marqueur pour un des caractéresié&tuduelle que soit la méthode utilisée
(Kruskal-Wallis, Interval Mapping, Multiple QTL Maa), la présence de QTL a proximité du
méme marqgueur pour tous les autres caractereestadité systématiquement testée avec les

trois méthodes de détection.

3.2.2. Résultats
3.2.2.1. Ségrégation des paramétres de stance

Les résultats sont présentés sous forme d'histagesnde distribution des valeurs prises par
les variables phénotypiques observées (six vasadreconditions contrdlées d'inoculation et
trois variables en conditions naturelles d'infestgt un tableau de corrélation pour les deux
répétitions de chaque variable en conditions ctégs) et un tableau des coefficients de

corrélation de Pearson entre toutes ces variables.
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Corrélation entre les deux répétitions de chaqueade en conditions contrélées

Ces corrélations sont élevées et trées hautemenifisggives (P<0.001). La corrélation est
légerement plus faible, mais reste trés hautemgnifisative, pour le diameétre des lésions

aprées inoculation par la souche CB101.
Histogrammes de distribution en conditions cont8l@-igure 3.2.)

D'une maniere générale, les histogrammes de distiibde la variable "diamétre des Iésions"
(DIL) sont similaires pour les deux souches brésiles, et différents de celui de la souche
guyanaise. Il en va de méme pour la variable "tgperéaction” (TR). La variable DIL
présente chez les souches brésiliennes un moddédéess les valeurs faibles et une
distribution s'écartant sensiblement de la nordaalia distribution de DIL pour la souche
CB101 est pratiqguement normale, avec un mode csotréa valeur 3. Les distributions de
TR sont systématiqguement bimodales, avec les mddet 6 pour les deux souches
brésiliennes, et les modes 2 et 5 pour la souchangise. Ces distributions ne sont pas non
plus normales. Quelles que soient les variablesrabss et les souches inoculées, les valeurs
prises par les individus de la descendance étwsdigecomprises entre les valeurs parentales,
ce qui nous permet d’inférer I'absence de transgsasdans cette population pour les
parametres observés. Les souches FTP39 et PMBRB&A, que distinguables par trois
facteurs de virulence sur la gamme hote (Tableay), 3yénerent des distributions similaires

des parametres DIL et TR lorsqu’elles sont inocuke la descendance PB260 x MDF180.
Histogrammes d'infestation naturelle au champ (FegB.3.)

La densité de stromas (DS) présente une distributiettement bimodale, avec un mode
centré sur la valeur 0,2 et un autre sur la vagQr Ces deux modes correspondent aux
valeurs moyennes enregistrées respectivement esepdrents MDF180 et PB260. Cette

distribution n'est évidemment pas gaussienne.
Coefficients de corrélation de Pearson entre |lasaides

Dans le Tableau 3.2. sont représentés les coefficide corrélation de Pearson entre toutes
les variables mesurées, en conditions controléascdlation ainsi qu'en infestation naturelle.

La plupart des corrélations observées sont hautesignificatives (P<0.001), excepté pour

69



certaines corrélations entre les souches brésdem conditions controlées et les variables

en conditions naturelles a Combi.
Les points marquants de ce tableau sont les sgivant

— Tres bonne corrélation entre les variables DILRtpbur une méme souche inoculée.

— Tres bonne corrélation générale entre les variat#ssdeux souches brésiliennes FTP39 et
PMB23.1

— Tres bonne corrélation entre les trois variablessurées en conditions naturelles
d'infestation & Combi

— Corrélation plus faible, bien que toujours trésn#igative, entre les deux souches
brésiliennes d'une part et la souche guyanaisérel'part.

— Bonne corrélation entre TR en conditions contrélpesir CB101 et les conditions
naturelles a Combi.

— Corrélation encore plus faible entre les souchésilennes et les conditions naturelles a
Combi.

Tableau 3.2. Coefficients de corrélation de Pearson entre les variables
FTP39 PMB23.1 CB101
DIL TR DIL TR DIL TR DS AT

DIL
FTP39 TR 0.898***

DIL 0.815*** (.822***
PMB23.1 TR 0.793*** 0.860*** 0.939%**
CB101 DIL 0.300*** 0.273*** 0.353*** (.293***

TR 0.316*** (0.344*** 0.325***  (0,320*** 0.667***
DS 0.293*** (0.317*** 0.298*** (.313*** 0.455*** (,819***
AT 0.232***  0.217** 0.159*  0.174** 0.284*** (Q0,571*** (0.730***
TR 0.219** 0.261*** 0.207** 0.236*** 0.441*** 0.761*** 0.900*** (0.743***

* P <0.05 »  P<0.01 W P <0.001
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Il ressort donc de l'analyse de ces distributionduwetableau de corrélation que la souche
guyanaise inoculée en conditions contrélées diaties induit de la part de la descendance
étudiée une réaction différente de celle provoqa¥des deux souches brésiliennes, mais que
cette souche guyanaise est assez bien représertatiimoculum naturel présent a Combi.

3.2.2.2. Cartographie génétique de la desclance PB260 x MDF180

Dans le tableau 3.3. sont indiqués les nombres aeuaurs microsatellites utilisés pour
I'établissement des cartes génétiques sur chacurlelex parents, ainsi que pour la carte
consensus. Un total de 434 marqueurs a été testd, 264 (60.8%) se sont révélés
polymorphes sur PB260, 233 (53.7%) polymorphes BUDF180, et 321 (74.0%)
polymorphes sur l'un ou lautre parent. Lors duixhdes marqueurs a génotyper sur
I'ensemble de la descendance nous avons tiré plegienformations déja disponibles sur la
localisation d'une partie de ces marqueurs, arpdgti cartographies génétiques réalisées sur
d'autres croisements (Lespinasse et al. 2000a;irBegual. in prep), afin de répartir les
marqueurs analysés de la maniere la plus homogessiote le long du génome, en évitant les
régions non couvertes ainsi qu'une concentraticessive de marqueurs en d'autres régions.
Le génotypage a porté sur 351 individus de la detnece du croisement PB260 x MDF180.
Un total de 203 marqueurs a été analysé, qui setiggent en 155 marqueurs polymorphes
chez le parent PB260 et 161 marqueurs polymorphes iIDF180.

Tableau 3.3. Nombre de marqueurs microsatellites utilisés pour
I'établissement des cartes génétiques

Nombres marqueurs PB260 MDF180 PB260 x MDF180
Testés 434 434 434
Polymorphes 264 233 321
% polymorphes 60.8 53.7 74.0
Génotypés sur descendance 155 161 203
Cartographiés 145 146 177
Déja cartographiés 121 115 145
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Construction de la carte PB260

Des 155 marqueurs microsatellites polymorphes Bfg260, 145 ont pu étre cartographiés au
seuil de Lod = 3.0, définissant ainsi 21 grouped$iason et une longueur totale de carte de
2093 cM. Par référence aux cartes obtenues aveanByses marqueurs sur d’autres

descendances, on constate que les 3 groupes slenliasurnuméraires par rapport aux 18
chromosomes de base de I'espBlcérasiliensiscorrespondent a une fragmentation en deux

des groupes de liaison g9, g13 et g14 préalabled#imis (Lespinassse et al. 2000a).

Construction de la carte MDF180

Parmi les 161 marqueurs polymorphes chez MDF180 ldosegrégation a été étudiée sur la
descendance du croisement, 146 ont pu étre captigsm permettant la définition de 20

groupes de liaison pour une longueur totale deeadet1643 cM. Par comparaison avec les
groupes de liaison définis par Lespinasse et @DJa) il apparait que les groupes gl et g9 ne

sont pas saturés et sont donc chacun constitu2$rdgments non liés.

Carte consensus

De la comparaison des deux cartes parentalegssbrequ'un total de 189 marqueurs ont été
cartographiés chez l'un ou l'autre parent, dons@& polymorphes chez les deux parents
simultanément. La carte consensus a été établigilesant ces 98 marqueurs comme "ponts”
entre les deux cartes parentales. Certains desumagqui avaient pu étre cartographiés sur
l'une des cartes parentales n'‘ont pas pu I'étrlasaarte consensus. Cette carte consensus est
donc constituée de 177 marqueurs microsatellitear pne longueur totale du génome de
2053 cM. Elle est par ailleurs formée de 19 grouges$iaison, le groupe g9 étant représente

par 2 fragments non liés, tout comme dans les dartigs parentales.
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Cartographie génétique de PB260

gl g2 g3 g4 g5 g6
0——glal34 00— g2A2348 0—— g3TAs2558 0—f—g4A2404 0 —fT— TAs2186pb 0—f—g6a296
9 —— gla274=a380 5 g6a367
13— g1MT9 14— g212N03
- 24— g4A2706
26 TA2550
— S 29— g3al56
31 g1A2684 30 92A2534 9 33 —— A2498
32 o 93222323 39— g4a337-2
1 47— g6A2507
50 9272607 -
52 g4T2091 L
55 A2317 58— geaa1
60 —— g1TAs2455 62— g2A2510 60T g3a235 g
66 —1 T~ g2T2140 66— g4A2766
- A 73— A2511
79—H— gaTAsz607 76 g4al07 76 A2509
84 —o— g5A2732
96 7T TAs2557 100~ g2t283 100 ~{— A2707 s
104 ——— g2A2381 103 [~ g3TA2264 103 g4a385
111 ——1— g1a200
115 — T~ g1A2500 114 —— g6A2406

119 ——— g4to3

144 ——— g3A2749

0 g10A2767
157 —5— g12A2748
g7 g8 g9 39| | A2408 gl1 g12
0~ g7TAs2743  O~Fr~ gBA2442 0—— g9a104 0—f— g1183E19 0 91272085
2 808121 57| g10A2320
9——g8az41 10 g12TAS2698
28— A2708 2577 98a251/269 79| A2a251
a0—H— g7azaze 87 | T2096 36— g11a268
4577 g9A2689 97 {1 g10A2316 47 g12A2428
54— g7A2763 52— 1073
58 — 1 g11A2736 60 g12A2405
- 62— g11A2536 63 12A2715
68—{1— goad51(A2532) 11© gl0A2438 g5t gl1a207 9
75— g9TAs2178
—o—g7A2
BT OTAZEEE oy || geTasaz 83— A2535
90— Azes2 86—~ g11TAs2173
100 —— g8a120 152 | g10a283
169 | 1 A2702
127 ~_L-opr
128 g8t730
136 ——— g8a286 190 1 A31
g9bis 203 |1 g10A2728
g13 0 09TAS2222 219 1| g10a157 gl7 g18
3 §9A2298
8 0A2744
0—F— g7T2115 g gl0 o} m2r1 0——g18T2113
gl4
247 || g10A2730
18— g13a214 ~
21—~ g13A2523 (3) %1&/;%35 22— gl7a78
28— gl3A2508 S Foays 29— g17a053
33— TA2197
19 M425 915 916 41— A2414
22 A2504 _ ~
0——g15M574 0—— A2407 B 50 ——— g18a463
33 g14TA2452 6—1—gl6TAsz225 O3 || 937t140 oo L 18MA320
11— —glea2s06 59 OL7T2447 gy g18A2413
17 —— g15T2086 70— q18A2482
73— gizazrsr %0 a123/160 21 915a289 22— 1097 <9
92 —— TAS2456
48— g15TA2163
56 —— g15A2483 1041 g17A2387
) 61— g16T2093 111 —o— g17T2650
gl4bis 69 —— TAs2709 69— g16A2396
0 914T2101 77 —— g15a299
g13bis
0 913a140
105 —— g15A2685 108 g16a17e
22 g13A2739 119 —5— g16a169
24 g13A2394
52 gl4a282 128 ——— g15A2528
56

36 0g13A2415 g14M124



Cartographie génétique de MDF180
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Carte génétigue consensus PB260 x MDF180
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3.2.2.3. Cartographie de QTL de résistance

Les résultats des trois tests de détection de (iuskal-Wallis, Interval Mapping et
Multiple QTL Model) sur la carte génétique de MDBX&ur tous les caracteres étudiés sont
présentés dans le tableau 3.4. De l'analyse desr&ctéres en conditions naturelles
d'infestation et des 6 caractéres en conditionsr@iées (3 souches x 2 caractéres observeés),

ne ressortent que 6 QTL distincts parmi lesquelatdin effet tres important.

Tableau 3.4. QTL de résistance détectés par le test non-parameétrique de Kruskal-Wallis, par Interval Mapping (MP) et
par Multiple QTL Model (MQM). Les variables étudiées sont la densité de stromas (DS), le niveau d'attaque (AT), le type
de réaction (TR) et le diameétre des Iésions (DIL).

Groupe Kruskall Wallis IM MQM
Souche  Caractére liaison Marqueurs ? KP p° LoDY R2 (%) © LOD R2(%) cofacteurs '

Infestation naturelle au champ

DS gl al34 10.0  <0.005 1.8 2.9 46 11 T2086
gl14 M124 @© 8.2  <0.005 1.2 1.9 3.3 0.9  T2086 et A2757
g15 T2086 181.7  <0.0001 1437 916 1439 912  A2757

AT gl al34 145  <0.0005 4.0 6.8 a7 48  T2086
gl14 M124 @© 15.2  <0.0001 3.8 6.0 47 43 T2086 et A2757
g15 T2086 1115  <0.0001 33.7 453 345 429  A2757

TR g15 T2086 1685  <0.0001 924 835 930 838 A2757

Inoculation en conditions controlées

FTP39 TR g10 A31 135  <0.0005 2.9 6.8 3.6 75  T2086
013 A2757 92.9  <0.0001 431 744 437 675 T2086
gl4 A2435/TA2545 @ 9.1  <0.005 2.1 49 3.3 5.3  T2086 et A2508
g15 T2086 21.8  <0.0001 46 109 5.6 6.5 A2757
DIL 013 A2757 942  <0.0001 331 653 324  59.6 T2086
g15 a289 18.4  <0.0001 3.7 8.7 4.2 6.3  A2757
PMB23.1 TR 913 A2757 94.2  <0.0001 a4 772 425 682 T2086
g15 T2086 17.3  <0.0001 41 9.8 5.3 55  A2757
DIL 913 A2757 91.8  <0.0001 340 682 324 605 T2086
g15 a289 17.0  <0.0001 3.8 9.0 4.2 5.8  A2757
CB101 TR 013 A2508 135  <0.0005 3.2 9.0 0.7 1.0  T2086
g15 T2086 109.3  <0.0001 494 728 487 712 A27s7
DIL g15 a289 40.7  <0.0001 95 208 9.0 195 A2757

@ Marqueur avec la plus forte valeur de K pour le test KW ou le plus proche du pic de LOD-score pour les tests IM et MQM
b valeur prise par le test KW, a comparer avec la valeur du chi-deux pour 1 degré de liberté

° Probabilité associée a la valeur de K

4 valeur du LOD score

€ Proportion de la variance phénotypique expliquée

f Marqueurs utilisés comme cofacteurs pour le test MQM

(1) et (2) correspondent & deux QTL différents sur g14
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Infestation naturelle au champ

Un QTL situé sur le groupe de liaison g15 a proténdu marqueur T2086 présente des
valeurs de LOD score trés importantes pour lesr8cteres observés au champ : 143.7, 92.4
et 33.7 pour la densité de stromas (DS), le typetdetion (TR) et le niveau d'attaque (AT)
respectivement. Ces valeurs de LOD élevées somwiciaes a des ratios tres importants
d'explication de la variance phénotypique des tares observés : 91.6, 83.5 et 42.9 %
respectivement. Deux autres QTL a effet bien plosieste se retrouvent pour les caractéres
DS et AT, mais pas TR. Il s'agit d'un QTL situé lugroupe de liaison g1 pres du marqueur
al34, et dont le LOD score obtenu en analyse MQMles1.6 pour DS et 4.7 pour AT, et
d'un autre QTL situé sur g14 a proximité du marquéw24 et dont le LOD score en MQM
vaut respectivement 3.3 et 4.7 pour DS et AT. Tioigela participation de ces 2 QTL a la
variance phénotypique des caracteres observéaibk, fentre 1 et 5% selon les caractéres.
Ceci est compréhensible dans la mesure ou le Qfié €in gl15 explique déja une forte
proportion de cette variance phénotypique, cell@iguée par des QTL mineurs ne peut étre

que trés réduite.

Inoculations en conditions contrbélées

Le méme QTL situé prés du marqueur T2086 est égaiemis en évidence en conditions
contrélées. Toutefois, son effet ne peut étre c@méi comme trés important que pour le
caractére TR apres inoculation par la souche CBA@r, lequel il présente en analyse IM un
LOD de 49.4 et une participation de 72.8% a laararé phénotypique observée. Pour le
caractére DIL sur cette méme souche, le LOD scorrdpoen analyse MQM une valeur de
9.5, et des valeurs comprises entre 4.2 et 5.6 lgsu2 caractéres observées et les 2 autres
souches. La participation a la variance observete e I'ordre de 6% dans ces 4 derniers cas.
Un autre QTL situé prés du marqueur A2757 sur glBsgele tres important pour expliquer
la résistance de la population observée en condittontrolées d'inoculation. Ce QTL obtient
des valeurs de LOD comprises entre 33 et 44 pswdeacteres TR et DIL pour les 2 souches
FTP39 et PMB23.1. Un QTL situé sur g13 est égalémpessent pour TR aprés inoculation
par la souche CB101 (LOD = 3.2, R2=9.0%), maisgaxtement au méme endroit. Celui-ci
serait plus proche du marqueur A2508 situé suateeade MDF180 a 34 cM de A2757. Cette
région de la carte est peu dense en marqueurspetrmeet donc pas pour l'instant de savoir si
l'on est en présence d'un QTL ou de deux QTL diffés. Par ailleurs, deux autres QTL

mineurs sont mis en évidence pour le caracteretT® souche FTP39 : le premier situé sur
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910 prés du marqueur A31 (LOD = 3.6 en MQM, R2=%%)5et le second sur gl14, entre les
marqueurs A2435 et TA2545 (LOD = 3.3 en MQM et R3¢5).

Le Tableau 3.5 synthétise les résultats concerlean® QTL détectés. L'importance du QTL
en gl15 y est manifeste, puisqu'il contribue a fegpion des 9 caracteres analysés, avec des
valeurs de LOD allant de 4 a plus de 140, et descgmations de 5 a 90% a la variance
phénotypique des caractéres. Le role joué par @esldans I'expression de la résistance au
SALB en conditions naturelles en Guyane est telfgnmaportant qu'il n'y a plus lieu de le
considérer comme un QTL mais bien comme un geneunaje résistance. L'examen de
I'histogramme de distribution du paramétre de tésce pour lequel ce locus en g15 présente
la plus forte valeur de LOD - la densité de strommagonditions naturelles (DS) - montre une
rupture tres nette dans la population en ségrégatitre les individus ayant une valeur de DS
inférieure a 0.8, et ceux ayant une valeur supgiau0.8, avec des effectifs respectivement
de 143 et 154 individus pour ces 2 classes (Fig8g. On peut donc considérer ce caractére
phénotypique comme un marqueur génétique au sectsestie coder d'une maniére analogue
aux marqueurs moléculaires: aa pour les individiex ain DS<0.8 et ab pour ceux ayant un
DS>0.8. Ce nouveau marqueur que, par analogie M#8¢elbn identifié chez le parent RO38
nous dénommeron8l15md (pour résistance Bicrocyclus, groupe de liaisonl§, origine
Madre deDios) a été ajouté a la liste des marqueurs utils la cartographie du parent
MDF180. Une nouvelle cartographie a été réalis&e & logiciel JoinMap ® 3.0, a l'issue de
laquelleM15md se cartographie sur le groupe de liaison g15 M dic marqueur T2086 et a
2cM de a289 (Figure 3.4.). Il existe donc apparentrnee forte liaison entre le géne majeur

de résistance et le marqueur microsatellite T2086.

3.3. Discussion générale chapitre 3

3.3.1. Description d'une nouvelle résistanceed’hévéa au SALB

Une source de résistancélaulel encore non décrite a été caractérisée dans cérehaplle
du clone MDF180, provenant d'une prospection effsecten 1947 dans I'état péruvien du

Madre de Dios. Il a d'abord été montré que cetistance était partielle et qu'elle se
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Tableau 3.5. Synthese des QTL de résistancea M. ulei

observés dans la descendance PB260 x MDF180 Figure 3.4. Localisation du géne majeur
M15md sur le groupe de liaison g15 de
MDF180
Groupe
liaison Marqueur Inoculum Caractere Intensité du QTL
gl5
g15 T2086 Naturel (Guyane) DS +H+++
Naturel (Guyane) TR +H+++ 00— g15M574
Naturel (Guyane) AT +++
CB101 TR +++
CB101 DIL + 17 g15a289
FTP39 R + 18 —=_ g15T2086
FTP39 DIL + 19 M15md
PMB23.1 TR +
PMB23.1 DIL +
35 g15A2483
gl13 A2757 FTP39 TR +++
FTP39 DIL +++
PMB23.1 TR ++ 49 TAs2709
PMB23.1 DIL +++
CB101 TR +
63 g15A2685
gl al34 Naturel (Guyane) DS +
Naturel (Guyane) AT
gl4 M124 Naturel (Guyane) DS +
Naturel (Guyane) AT
gla A2435/TA2545 FTP39 TR +
glo A31 FTP39 TR +
107 A2697
+++++ :  LOD>90
4+ - 50>LOD > 30 121 g15a095
" . 10>LOD> 3 126 ——— g15A2492

caractérisait par une faible intensité de spormtationidienne. Une particularité remarquable
de cette résistance est qu'elle ne permet pas Velappement de la phase sexuée du
champignon (téléomorphe), et ce quelle que sqiiathogénicité de l'inoculum utilisé. Cette

résistance se maintient a un niveau stable dedus ge 30 ans sur plusieurs centaines
d'hectares plantés et peut donc étre considérémeaturable. Outre la valeur intrinseque de
la résistance au SALB de MDF180 pour les programde®élioration génétique de I'hévéa

en Amérique Latine, son intérét réside également da fait que ce clone est issu d'une
population peu distante génétiquement des popukatite I'Acre qui comportent, ainsi que

celles du Rondénia, une forte proportion d'indigdésistants au SALB (Le Guen et al 2002).
Le clone MDF180 peut donc servir de base a la di&fimde régions du génome des individus
de ces populations ou pourrait étre recherché dymmophisme de facteurs génétiques de

résistance.
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Figure 3.5 Emplacement des locus de résistance détectés3ddascendances différentes. En vert: locus d8&en bleu
locus de FX 2784; en rose locus de MDF180. A gadésegroupes de liaison : inoculation en conditumrerélées (avec
isolats correspondants) ; a droite : en infestataturelle en Guyane. En pointillés : imprécisionladocalisation du QTL.
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3.3.2. Cartographie de QTL de résistance

A cette fin, une cartographie de QTL de résistam@&té menée a partir d'une population en
ségrégation de 351 individus issus du croisememné &DF180 et le parent sensible PB260.
Une carte génétique a tout d'abord été établiéensemble de ces 351 descendants avec des
marqueurs SSR. Ce sont au total 146 marqueurs saiglites qui ont pu ainsi étre
cartographiés chez le clone MDF180, définissargr@dpes de liaison, pour 18 attendus. Une
partie de ces descendants a par ailleurs été évalodr sa résistance au SALB a la suite
d'inoculations en conditions artificielles ou bidinfestations naturelles en plantation. Les
histogrammes de distribution obtenus en conditiatsrelles d'infestation pour les caractéres
DS et TR sont nettement bimodaux, ce qui suggenelication d'un gene majeur provenant

du parent résistant.

Ce type de distribution bimodale a déja été sigmaler la résistance du peuplier hybride
Populus deltoides x P. trichocarpa a la rouilleMelampsora larici-populina ou I'hypothése a
été émise que cette résistance correspondaitfét IBfin gene majeur associé aux effets de
génes mineurs (Dowkiw et al. 2003). Cette hypothegear la suite pu étre vérifiée par
cartographie de QTL pour la composante "taille desdinies" sur une descendance en
ségrégation (Jorge et al. 2005). Le méme type stelalition a été observé pour la résistance
de I'hybrideP. deltoides x P. trichocarpa a une autre rouilleMelampsora medusae f.sp.
deltoidae (Newcombe et al. 1996; Newcombe 1998).

L'analyse conjointe sur I'ensemble de la populatiorségrégation des génotypes individuels
et des phénotypes de résistance a permis la misévidence de 2 régions du génome
comportant des genes majeurs de résistance aiest QUTL a effet réduit sur la résistance.
L'ensemble de ces locus de résistance est lockis® la Figure 3.5. par rapport aux genes et
locus de résistance précédemment identifiés clsgzadeents RO 38 et FX 2784. Un des genes
majeurs est situé sur le groupe de liaison g13 @arégion du gene majeur déja détecté chez
le clone RO38, hérité de son paréhtbenthamiana F4542 (Lespinasse et al 2000b). La
faible densité en marqueurs dans cette région maghgas de savoir si ce gene et le QTL
identifié également chez MDF180 pour la résistaaoes inoculation par la souche CB101
constituent un seul et méme locus de résistancgilosiagit de locus différents. La faible
densité de la carte ne permet pas non plus derssiva@ gene majeur identifié chez MDF180
est le méme que celui présent chez RO38, ouadit sle 2 genes de résistance localisés dans

la méme région ("cluster” de résistance). En ttatt@e cause, il est possible d'affirmer que si
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le méme géene majeur est impliqué dans la résistdeseclones RO38 et MDF180, alors il
s'agit nécessairement de 2 formes alléliques diftés d'un méme gene. En effet, le test des
souches FTP39 et CMB23.1 sur gamme héte (TabldauiBdique clairement une résistance
différentielle des 2 clones concernés : TR de 6r j®0O38 soit trés forte sensibilité de ce
clone a ces 2 souches, et TR de 3 pour MDF180 it résistance partielle forte.
Considérant l'important effet du gene majedi3 1bn chez RO38 et celui tout aussi
important du gene majeur situé dans la méme rediem MDF180, on peut raisonnablement
émettre I'hypothése que si le méme allele au méme gtait impliqué dans la résistance de
ces deux cultivars, alors leur réaction a l'inotalapar les deux souches mentionnées ci-
dessus serait identique ou pour le moins trées meidttant donné que ce n'est pas le cas,
I'nypothese minimale qui peut rendre compte degltais observés est qu'il s'agit du méme
gene mais avec deux formes alléliques différentdsypotheése alternative est que nous

sommes en présence de deux genes distincts damnési®t physiguement proches.

L'autre gene majeur de résistance, que nous avppsléaM15md, est a l'origine des
distributions bimodales des caracteres DS et TRlantation. Il prend dailleurs pour ces
deux composantes de la résistance des valeurs Bettéd élevées, supérieures a 90. De
telles valeurs rappellent a nouveau les résultatsnois dans la résistance du peuplier hybride

aM. larici-populina (Jorge et al. 2005).

L'importance relative des différents locus de tésise en fonction de I'origine de l'inoculum
n'‘est pas encore totalement élucidée. Dans le dab®5, il apparait clairement qu'en
conditions contrdlées d'inoculation le gene maguigl3 est plus efficace dans I'expression
de la résistance aux 2 souches de Bahia, quelquée smarametre considéré (TR ou DIL).
L'inverse est observé pour la seule souche guyan#gsgene majeur en g15 est plus efficace
gue celui en g13 pour les 2 paramétres TR et Déttedndication de meilleure efficacité du
gene majeur en gl5 que celui en g13 pour les splalvenant de Guyane est renforcée par
les observations réalisées a Combi en conditionsrelbes d'infestation M15md y est tres
efficace, alors que le géne majeur en gl13 ne pastdu tout. Pour que ce tableau soit
complet, il manque évidemment les observationsamitons naturelles d'infestation dans
I'état de Bahia. Seule une expérimentation de pe fyourra confirmer si la meilleure
efficacité du géne en g13 observée en conditiongr@ees pour la résistance aux isolats de
Bahia est confirmée également pour le paramétre efRinfestation naturelle. Cette
expérimentation est prévue dans le cadre du profEHENESALB" mentionné dans
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I'introduction de ce chapitre. Il est égalementam@nt de savoir lequel des 2 génes controle
la densité de stromas pour les isolats originale®8ahia et si d'autres QTL n'interviennent
pas dans le contréle de ce parametre. En effetpuiedente étude réalisée en infestation
naturelle en Guyane sur une population en ségoggatsue du croisement PB260 x RO38 a
permis de montrer l'efficacité d'un QTL sur le greude liaison g14 qui n'avait jamais été
identifié jusqu'alors en conditions contrblées atimation (Le Guen et al 2003; voir
également chapitre 2 du présent document). Ongmnd supposer que la densité de stromas
pour les isolats de Bahia est contrélée par le geagur en g13, comme pour les autres
parameétres caractérisant la résistance a cesssofts il est également possible que ce
caractére soit contr6lé par le gene majeur endie par un autre géne ou QTL non encore

identifié a ce jour.

3.3.3. Universalité des locus identifiés

Les tests de résistance menés jusqu'a présent slgscendance du croisement PB260 x
MDF180 n'ont porté que sur des isolats provenaiitdsol'état de Bahia au Brésil, soit de
Combi en Guyane. L'aire géographique de plantatioslone MDF180 est encore assez peu
étendue. La seule autre localisation ou ce clopeus le moment été observé attentivement
est la Plantation Edouard Michelin, dans le Mates5o0, ou son comportement est en tout
point semblable a celui observé a Bahia et en Guyasistance partielle de haut niveau,
émission réduite de conidiospores, absence denméléte. Depuis 2005, le clone MDF180
est également systématiguement incorporé comme inémesistant dans un réseau
expérimental d'essais clonaux en diverses localiiéBresil (états de Bahia, du Mato Grosso,
de I'Espirito Santo, de I'Amazonas, de I'Acre)sagqu’'en Equateur, Colombie et Guatemala,
dans des régions a pression modérée a forte du SRiMAN0 communication personnelle). Il
sera ainsi bient6t possible de savoir si la réststade MDF180, considérée comme durable
dans une région a forte pression de SALB et gralivirsité de l'inoculum naturel, conserve
ces caractéristiques dans d'autres régions d'Aoetigtine oM. ulel est également présent

de facon endémique.

Par ailleurs, une étude de la diversité genétiggeMd uleée au moyen de marqueurs
microsatellites est en phase de démarrage (stagjedpotoral de B. Barres, Cirad). Lorsque
I'on aura des informations sur la structuratiorcelge diversité, il sera possible de réaliser des
tests avec des isolats génétiquement éloignés ube widisés jusqu'a présent et d'observer

ainsi I'étendue de I'efficacité des locus et QTLlé@kstance identifiés.
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3.3.4. Adéquation aux modeéles d'interaction hétpathogéne
3.3.4.1. Rappel des principaux concepts

La conceptualisation des phénomeénes mis en jeuldaygnétique de la résistance des plantes
aux parasites est généralement basée sur l'étudeattlesystémes au sein desquels les
interactions ho6te-pathogene sont relativement smpUn des premiers éclairages sur la
génétique de la résistance a été apporté par faRlaek (1963), qui a partir de I'étude de la
rouille du blé Puccinia graminis tritici) ou du mildiou de la pomme de terféhftophthora
infestans) a développé les concepts de résistances ver{maleace-spécifique) et horizontale
(non race-spécifique). Des études portant sur dleodu lin (Melampsora lini) ont ensuite
permis a Flor (1971) de montrer que la résistamcgoale était dans un grand nombre de cas
régulée par un processus de reconnaissance engenende résistance de I'néte et un gene
d'avirulence du pathogéne (concept gene-pour-géngle cette reconnaissance se traduisait
par une réaction d'hypersensibilité de I'h6te. Gdatent, les alleles de résistance et
d'avirulence sont dominants par rapport aux alledepectifs de sensibilité et de virulence. Il
est a noter que dans le cadre de ce concept,uemie n'est qu'une absence d'avirulence, il
n'existe pas a proprement parler de "géenes deewical' (Ribeiro do Vale et al 2001). Une
approche complémentaire consiste a differencierésistances quantitatives gouvernées par
un nombre important de genes (Geiger & Heun 198% wsistances qualitatives pour
lesquelles un nombre restreint de genes (souvenseut) est en jeu. Dans le cas des
résistances quantitatives, il est alors possibleatesidérer la résistance comme une variable
quantitative au méme titre que tout autre paramegrenomique (croissance, production...)
pour laguelle des analyses de variance appropperesettront de déterminer les composantes
environnementales, génétiques additives et de dom@ de prédire les nombres de génes en
jeu et les gains génétiques réalisables par gémérafependant, une sérieuse limitation a
cette approche quantitative est que les caractdresrvés servant a quantifier la résistance
étudiée ont fréquemment une distribution non noenfillewcombe et al 1996; Ghesquiere et
al 1997; Sallaud et al 2003; Dowkiw et al 2003;Geen et al 2003), ce qui constitue un
obstacle théorique aux analyses de variance. BRuaiuteurs se sont intéressés aux
différences entre résistance partielle et complgtentrant que les résistances partielles
étaient souvent dues aux effets de plusieurs coampes de la résistance dont la résultante
contribue a minimiser le processus épidémique ¢vket 1979). Dans une optique différente,
de nombreux auteurs ont cherché a caractérisauribitité d'une résistance (Johnson 1981;
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Niks & Rubiales 2002), afin d'examiner s'il étaitspible de mettre en ceuvre des stratégies
visant l'obtention de cultivars durablement résittgMcDonald & Linde 2002). Bien que
d'un point de vue évolutionniste toute résistanci sonsidérée comme transitoire, des
variations importantes de longévité de I'efficadi&s résistances sont observées, parfois pour
un méme pathosystéeme (Parlevliet 2002). Il a langke été considéré que les résistances
partielles et polygéniques étaient potentiellemimst plus durables (Vanderplank 1975).
Toutefois, certains auteurs admettent maintenapt @gin'est pas une loi générale et que
parmi des résistances considérées comme durablpsubrirouver des résistances complétes
ou incomplétes, et soumises a un contrble génétiuele ou complexe (Johnson 2000;
Parlevliet 2002).

D'une maniére générale, les hypothéses sur la engdalygénique ou oligogénique des
résistances étaient basées jusqu'aux années 199fesuésultats issus indirectement de
l'analyse de données au moyen de la génétique itplimet La possibilité depuis une
quinzaine d'années d'identifier des marqueurs ml@gées situés a proximité de locus
impliqués dans des mécanismes de résistance aspdiawpir une vision plus objective du
nombre de génes mis en jeu et de leurs contritaitiespectives. Il serait toutefois illusoire de
penser que la détection de QTL de résistance agpadxutes les réponses a ces questions.
est en effet peu vraisemblable que dans le ca® d&sistance polygénique, tous les genes
impliqués puissent étre identifiés par cartogragl@e)TL. La puissance de ce type d'analyse
ne permet pas d'isoler du bruit de fond les coutidns des génes les plus faibles. La
cartographie de QTL peut aussi contribuer a remareore plus compliqués des modeles
établis alors que cet outil n'existait pas. Un eplensignificatif est fourni par les résistances
partielles pour lesquelles avaient été identifiles composantes contribuant a limiter la
rapidité ou I'étendue du processus épidémiquég(tdds Iésions, nombre de |ésions, durée de
latence infectieuse, AUDPC etc.). Il était courammadmis que ces composantes étaient
chacune contrdlées par un gene (ou un groupe despdifférent(s) et que la multiplicité de
ces composantes était donc une manifestation deatlare polygénique de la résistance
observée, et - par un prolongement abusif du rasment — une indication du caractére
durable de cette résistance. Or la cartographi®Te montre souvent l'existence de QTL
ubiquistes qui peuvent avoir une incidence majesue deux ou plusieurs composantes
différentes d'une méme résistance (Lespinasse 20@0b; Talukder et al 2004), ce qui
signifie qu'une résistance partielle pour laqupllesieurs composantes phénotypiques ont été

caractérisées n'est pas nécessairement une résigi@ggénique.
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3.3.4.2. Quel modéele pour la résistance de MDF180

Trois faits présentés dans la premiére partie d#apitre caractérisent bien cette résistance :

» Elle est durable, puisqu'elle se maintient deplis ple 30 ans sur plusieurs centaines
d'hectares

* Elle est partielle, puisque tout isolat inoculé 8IDF180 provoque un développement
restreint de la maladie

» Elle est non race-spécifique, puisque elle estatk vis-a-vis de tous les isolats testés

jusqu'a présent

On peut de la méme facon inférer que cette résistalest pas caractérisée par une réaction
d'hypersensibilité, et qu'elle ne fait donc vraibtahlement pas intervenir de réaction géne

pour gene.

Au moins trois composantes indépendantes sont gudis dans cette résistance partielle :
TR qui traduit a la fois la nature de l'interactibdte-pathogene et l'intensité d'émission de
conidies; DIL qui est une mesure indirecte du pentage de surface foliaire infectée; DS qui
indique la possibilité pour I'néte de bloquer urartie du cycle de développement du
pathogene. La variable AT qui mesure lintensitéttaljue au champ ne peut pas étre
considérée comme une composante de la résistadépeindante des autres composantes
puisqu'elle rend compte a la fois de la pressionlideculum — donc de lintensité de
sporulation liée & TR - et des déformations provas sur les folioles — donc du pourcentage
de surface foliaire infectée lié a DIL. De plusriveau visible d'attaque en plantation est

assez fortement dépendant des conditions enviroemizihes.

Que ce soit en conditions naturelles d'infestatban en inoculation contrélée, pour un
inoculum donné toutes les variables observées smmg le contréle du méme géne majeur
auquel viennent s'ajouter les effets d'un nombsteimt (de 1 a 3) de QTL mineurs. Le géne
majeur impliqué est115md dans le cas de la souche guyanaise et de l'ititestzaturelle en
Guyane, et un gene majeur sur le groupe de liagd@nproche déM13-1bn dans le cas des

souches provenant de I'état de Bahia.

Dans I'état actuel de nos connaissances, la ndéula résistance au SALB de MDF180 peut

donc étre assimilée a la conjonction au sein d'‘@mengénotype de deux résistances partielles
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monogéniques (ou pratiguement monogéniques), ndogoht pas de phénomeéne
d'hypersensibilité. Cette configuration est pati@@ement originale dans le cas d'un génotype
non issu d'un processus de sélection. En effet, chaines espéces pérennes, il peut étre fait
mention au sein d'une population en ségrégatiofiedestence de deux genes majeurs de
résistance mais provenant chacun d'un des parerésdiscendance, comme c'est le cas pour
la résistance du peuplier hybri@etrichocarpa x P. deltoides a M. larici-populina (Jorge et

al. 2005). De méme, plusieurs genes majeurs peweatiérer une résistance importante du
pommier a la tavelureVenturia inaequalis), mais ces genes majeurs proviennent tous de
variétés ou d'espéeces différentes (Olivier & Leapse 1982). Tout se passe chez MDF180
comme si on était en présence d'un "pyramidinginedtie deux génes majeurs de résistance

partielle.
3.3.5. Applications a la SAM

Si les expérimentations ultérieures confirmentpgariance du role joué dans la résistance au
SALB chez le cultivar MDF180 par les deux geneseaun identifiés sur g13 et g15, alors
une stratégie de sélection assistée par marquewnsaji étre mise en place. Il convient
évidemment tout d'abord d'identifier des marqueats proches des locus d'intérét, et si
possible encadrant ces locus. Lorsque ce marquesgerré sera disponible, il sera alors
possible d'éliminer des le stade pépiniere lesvidds ne présentant pas les formes alléliques
désirées, et ne conserver dans le processus uit@@e sélection que les 25% d'individus
ayant aux locus marqueurs les alléles liés aulealléblés chez les deux locus de résistance.
Cette densification de la carte génétique de MDFd80s les régions intéressantes des

groupes de liaison g13 et g15 a déja commencédegemarqueurs AFLP.
3.3.6. Geénétique d'association

Rappelons que I'objectif de cette cartographie @ik QU génes de résistance était d'identifier
des régions du génome au sein desquelles serhitrof@e de facon privilégiée parmi les
populations amazoniennes sauvaged. drasiliensis une éventuelle association entre

marqueurs moléculaires et phénotype résistant.

Lorsqu'aucune information ne perneetpriori d'inférer la localisation probable d'un gene
d'intérét agronomique, les études d'associatiomuear-caractére doivent nécessairement

étre basées sur une couverture du génome comgetuse densité de marqueurs dépendant
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de I'étendue moyenne du déséquilibre de liaisom tespéce considérée (Gupta et al 2005).
Cette stratégie a permis notamment d'identifier ghases de résistance aux pathogénes chez
Arabidopsis (Aranzana et al 2005), des genes nmj@elrrésistance Ruccinia hordel chez
l'orge (Kraakman et al 2006). Cependant de télledes nécessitent un nombre important de
marqueurs, et ne sont pour l'instant réaliséesgudes plantes modeéles ou sur des plantes de

trés grande culture.

En revanche, lorsque des travaux antérieurs ontemigvidence sur des populations en
ségrégation des marqueurs liés a I'expression désistance, une stratégie possible et plus
économe consiste a ne rechercher au sein de tofiscte génotypes que des associations au
moyen de ces marqueurs proches de genes de résis@ette option a donné des résultats
particulierement satisfaisants dans le cas denanp® de terre, pour des genes de résistance a
Phytophthora infestans (Gebhardt et al 2004). Cette stratégie peut égaie@tre développée
avec des genes candidats orthologues, ainsi qaeacé&tié fait pour la détection d'association
alleles-phénotypes dans une collection de pommetemle pour un gene orthologue de

résistance &erticillium dahliae caracterisé chez la tomate (Simko et al 2004).

Pour ce qui concerne notre étude, et étant donpéobimité génétique entre la population
dont est originaire le génotype résistant MDF18@'attres populations amazoniennes (voir
chapitre suivant), il apparait légitime de tirerrtga des informations concernant
l'identification des facteurs génétigues de résttachez MDF180 pour déterminer les
régions du génome dans lesquelles on rechercherassociation marqueur-caractere. Les
études ultérieures d'association génétique sexnt fbcalisées sur une des deux régions ou
sont situés les génes majeurs de résistance au $A&BMDF180, sur le groupe de liaison

g15 (voir chapitre 5).
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Chapitre 4 — Structure de la diversité dans les papations sauvages

d'Hevea brasilienss d'’Amazonie occidentale

Dans le chapitre précédent nous avons montré quailtear MDF180 était doté d'une
résistance partielle de haut niveau au SALB qumsentient depuis plus de trente ans en
conditions de forte infestation et de grande di&rde I'inoculum naturel dil. ulei. Cette
résistance est en grande partie due a la présémmzeMDF180 d'un allele favorable pour
chacun des deux locus importants de résistancésssur les groupes de liaison g13 et gi5.
Ainsi qu'il a été expose, le cultivar MDF180 estuisi'une sélection massale pratiquée sur un
nombre important de génotypes sauvages qui onprépectés en 1947 dans la région de
Madre de Dios au Pérou. D'autres génotypes proveleala méme prospection sont toujours
disponibles dans diverses collecti@axssitu, notamment sur la station expérimentale du Cirad
a Combi en Guyane. Par ailleurs, il a été proceés des années 1970 et 1980 a d'autres
prospections dans les zones d'origine de l'esped&rasiliensis, particulierement dans les
états brésiliens de I'Acre, du Rondobnia et du Matosso. Dans le but de diversifier les
sources de résistance au SALB mises a disposi@gsrptbgrammes d'amélioration génétique,
il peut donc se révéler intéressant d'essayer dremen évidence dans ces populations
sauvages de nouveaux locus et/ou de nouveauxsall®lgigués dans les mécanismes de
résistance. La possibilité d'identifier et de mamyprécisément des locus de résistance
directement dans des populations représenteraatvantage majeur pour une espece comme
I'névéa. Il s'agirait d'une méthode complémentairalternative a la cartographie de QTL sur
descendance, méthode particulierement longue fatildifa mettre en ceuvre chez une plante
pérenne peu fertile. Ainsi que nous l'avons vu kapire 1, la maniére la plus rationnelle
pour mener ce genre d'investigation est d'utiliger génétique d'association entre des
marqueurs génétiques et des phénotypes de résistaaci suppose qu'un certain niveau de
déséquilibre de liaison existe au sein des popuiatiétudiées et qu'on soit en mesure de
révéler ce déséquilibre de liaison avec des teclesigqppropriées. Cela suppose également
que si un déséquilibre de liaison était observegiil bien di & une proximité physique entre
marqueurs, et non a une structuration génétiqus-jsaente non décelée de I'échantillon
étudié. C'est pourquoi il est tres important, @BEmMent a toute étude portant sur I'étendue et

l'intensité du déséquilibre de liaison, de bienactariser la structuration de la diversité
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génétique de I'échantillon que I'on se proposeaudiét, afin de quantifier ce qui reléve du
déséquilibre de liaison d'origine physique et geeast plus du domaine du "déséquilibre de

structure".

L'objectif du présent chapitre est donc de dédarstructuration de la diversité génétique au
sein de diverses populationdddbrasiliensis originaires du Pérou et des états brésiliens de
I'Acre, du Rondonia et du Mato Grosso. Il est pnéssous forme d'un manuscrit soumis pour
publication dans la revuéree Genetics and Genomes. |l sera suivi d'une partie reprenant

guelques résultats qui ne figurent pas dans lepdyrticle, et enfin d'une conclusion.
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Abstract

Currentex situcollections of wild rubber tredHevea brasiliensjshave been constituted more
than 25 years ago. They mainly gather individuedsnf South West Amazonia populations.
Available information about the structure of geadliversity among these populations is
fragmented and needs to be refined. Analyzing pohpmism at 15 microsatellites loci all
distributed on differenHeveachromosomes, we report genetic diversity of 30hally
propagated individuals representing 19 populatioAd. analysed loci were highly
polymorphic, with an average number of 21.7 allgdes locus, and displayed an important
heterozygote deficiency. Differentiation among pagions was analysed on a more balanced
subsample of 220 individuals issued from 14 poputgt The overall & was low but
significant (0.123), suggesting a moderate diffeation. Out of 91 pairwise population
comparisons estimated Iy all but 9 were significant. Non significant comigans were
related to geographically close populations fronreAor Rondénia (Brazil). Mato Grosso
(Brazil) populations were genetically more distdram all other populations. A highly
significant correlation between genetic and gedgeg distances was shown by Mantel test.
Differentiation among populations could be explditgy an important effect of ‘isolation by
distance' and by a secondary effect of 'hydrogegbhnetwork’. The Bayesian algorithm
implemented irsTRUCTURE software allowed identification of 3 clusters afpplations thus
confirming data obtained withslrestimators. It is likely that some of these popates do not
exist anymore because of severe deforestatioreindhea of origin. Suggestions are made for
improvement of the understanding of existieg situ collections structure, maintenance of

genetic diversity, and sampling of areas not yptagented in existing collections.
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I ntroduction

In spite of numerous recent studies on its glolegjative impact (Fearnside 2005; Fereaz
al. 2005; Laurancet al. 2004a), destruction of tropical rainforest condéiglat an alarming
rate. Continuous deforestation during the last desaand recent climatic changes both
enhance reduction and fragmentation of tropicaédbrareas, with consequent alteration of
gene flow (Younget al. 1996) and global loss of genetic diversity, comaigng with the
reduction of population size of tropical forest @ps (Billington 1991; Templetoet al.
1990). Such loss of genetic diversity particulaglifects trees with high economic value
(Novick et al. 2003), but also cultivated crops originating frompical rainforest. Because
long term genetic improvement of cultivated croppehds upon available genetic diversity,
plant geneticists and breeders hopefully anticgbatds threat onin situ populations by
establishingex situ collections thus grouping together a maximizedegendiversity on
reduced areas.

This is of particular relevance regarding the genetprovement oHevea brasiliensis since

all high yielding cultivars in the world originatdtbm breeding programs initially developed
in South East Asia with a very narrow genetic hasiscording to various sources (Dean
1987; Webster & Baulkwill 1989), exportation of héy tree seeds from Para (Brazil) by
Wickham in 1876 resulted in the introduction of dlings in Singapore botanical garden.
Plantations of seedlings were first derived frorasth few trees and then rapidly spread over
most of South East Asia countries. The buddingriegle developed in the 1920s (Dijkman
1951), contributed to the generalization of clon#ieation. The first clones were derived by

mass selection of elite trees within these seeslipigntations.

SeveralHevea germplasm surveys were carried out during the Zafidf the 28" century in
order to enlarge the genetic basis. They resultegk isitu collections located in the main
rubber tree research countries (Priyadarshan & &weg 2003), all such collections planted
with clonally propagated trees. An important cdilee of H. brasiliensis genotypes issuing
from various Colombian areas was gathered by Sehwfter 1945 and then duplicated in
Cote d’lvoire (Nicolas 1985). In 1948, a survey vemganized by the Peruvian Ministry of
Agriculture in the Madre de Dios region (Rands &Honus 1955). The resulting seedlings
were multiplied by grafting (under the name of MEIBnes), and then introduced and studied
in Liberia, Guatemala, and in the Brazilian statdBahia (Bos & McIndoe 1965). In 1974,
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another collecting expedition was carried out bthidérazilian EMBRAPA and French IRCA
rubber research institutes, in Brazilian stated\afe and Rondénia (Hallé & Combe 1974,
Seguinet al 2003). Forty two wild elite tapped trees werestltollected and propagated by
grafting. The largest survey was organized by timterhational Rubber Research
Development Board (IRRDB) in 1981 (Omg al. 1983), and collected numerous genotypes
originating from Brazilian states of Acre, Ronddalad Mato Grosso (Gongalves 1981; Lins
et al. 1981; Paiva 1981). More than 64.000 seeds and In5@f budwood from 194 trees
resulted from these collections (Onokpise 2004%o 5fut of which were retained in Brazil,
while the balance was distributed to Malaysia (3% Cote d’lvoire (15%). These three
countries were in charge of conservation of thitdvgermplasm (further denominated as
IRRDB germplasm) and its redistribution to otheRIBB member countries, where it was
characterized and evaluated (Ong & Tan 1987; Clémemangeet al. 1998; Reghtet al.
2004).

A precise understanding of the structure of gerditiersity among these different collections
would be of great interest to optimize their mamaget and evaluate the necessity of further
sampling in Amazonian areas not yet covered byeuliee collections. However, previous
studies on this topic led to fragmented informatoure to markers heterogeneity and to
limited coverage of sampled material. A first stwdgs carried out with 10 isozyme markers
on a sample of 263 individuals from the 1981 IRR&#ection (Chevallier 1988). Another
study was later performed on 92 individuals froma #ame 1981 IRRDBPBopulations with
RFLP markers, (Bess# al. 1994; Seguiret al. 2003). Then, a third study (Lekawipett al.
2003), used PCR-derived markers, but was restrictegB individuals and 12 microsatellite
markers. This last study can thus be seen as inpraty investigation upon possibilities of
assessing a genetic structure among rubber tre@gimms using this type of polymorphic

marker.

H. brasiliensisis an assumed outcrossing species, but self pitiméhas already been
described in artificially planted populations (Wtdrs& Baulkwill 1989; Lecontest al. 1994).
This feature has never been studied in naturallptpos, although considering the generally
low rubber tree standing density in Amazonian foees its high longevity (Laurane al.
2004b), crosses between related individuals mayroddevea seeds cannot be wind-
dispersed due to their size and weight, and dissaion by birds or mammals should not

exceed few hundreds of meters. Seasonal floodingome parts of Amazon basin could
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possibly help in seeds dissemination. Previousiesu@Yeang & Chevallier 1992) suggested
thatHeveapollen could travel up to 1.1 km in artificiallygited populations, which might be

considered as a maximum dispersal distance inaladmnazonian populations.

In this study we report the characterization of egenstructure ofH. brasiliensisnatural
populations collected from a large area, using osiatellite markers. Trees issuing from three
of the above described collections were analysed microsatellite markers that have been
recently developed fdrdeveagenetic mapping (Lespinasst al. 2000; Seguiret al. 2001).
Microsatellite markers are well adapted to genelicersity analyses because of their
neutrality, their locus specificity, their multitalism, their co-dominant segregation pattern,
and their easiness to use. Our specific goals weedescribe within and among population
diversity, to test for association between geogrgbhand genetic distances, to define
homogeneous groups of populations and to providemnenendations for existing or future

collections management.

Materials and Methods

Plant Material

An ex situ collection was established in French Guiana duthrgy 1980s and since then
continuously supplied with grafted trees comingnfrovarious other collections. This
collection was thus increased with numerous tresslting from the survey in the Peruvian
Madre de Dios region (MDF clones), from 1974 EMBRIRCA collection and from 1981
IRRDB collection. We defined a panel of 307 indivads from thisex situFrench Guiana
collection in order to get trees from the largesbgraphical area, and to maximize the
number of studied populations, even with few treespopulation. This panel thus consisted
of 6 genotypes from MDF origin, 15 genotypes froda74 EMBRAPA/IRCA survey and 286
genotypes from IRRDB germplasm. Among these 28®types, 72 were collected from 5
distinct locations in Acre, 96 from 7 locationsRondonia and 108 from 4 locations in Mato
Grosso (Table 1). The 307 individuals were thudaglly originating from 19 locations with
very unbalanced population sizes, some populaidfigA, MT/VB) being represented by
only one individual in theex situ French Guiana collection. The harvesting places ar

illustrated in Figure 1.
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DNA extraction

DNA was isolated from 500 mg samples of fresh legver genotype. Leaflets were cut in
small pieces and crushed in liquid nitrogen in eneg of polyvinylpolypyrolidone.
Extraction was carried out with buffer made of 2%AMB (mixed alkyltri-
methylammonium bromide), 1.4M NaCl, 1% polyethylegigcol, 0.5% NaSQO;, 20 mM
EDTA pH 8.0, and 100 mM Tris HCI pH 8.0, at 74 °QGridg 30 min. Solvent phasing was
made by addition of chloroform:isoamyl-alcohol (R4/v) and centrifugation at 7000 g
during 10 min. DNA precipitated from the aqueousg# by adding cold isopropanol, DNA
pellet was then air dried and resuspended in 20051buffer (10 mM Tris-HCI, 0.1mM
EDTA, pH 8.0) during 2 to 7 days at room tempematur

SSR analysis

The microsatellite loci were selected either witlanlibrary enriched for microsatellite
sequences in assumed non coding regiomt dfasiliensisgenome (Seguiat al. 2001) or in
BAC-ends (Seguirt al 2006). The 18 SSR markers used in this study wleosen on each
of the 18Hevealinkage groups, corresponding to the 18 chromosamhéise H. brasiliensis
genome (2n= 2x = 36) as defined on a reference Ioagpd on segregating data from the
PB260 x RO38 cross (Segugh al. in prep). This can be considered as an optimizategy
for sufficient Heveagenome coverage and sampling with a reasonabléemuof markers.
The sequences of corresponding primers for DNA ditqion were previously deposited in
public database (Table 2). The PCR was performed wrolume of 10 pl containing 0.2 mM
of each dNTP, 1.0 X PCR buffer, 0.5mM MgCD.1 uM of each primer, 1 U dffaq
polymerase and 50 ng DNA. PCR procedure involvddraturation cycle at 95 °C for 5 min,
followed by 35 cycles of denaturation at 94 °C #& s, annealing at 50 °C for 1 min,
extension at 72 °C for 1 min 30 s and a final esitem step at 72 °C for 8 min. PCR products
were denaturated for 3 min at 94 °C before theassion on a 6.5% polyacrylamide gel on a
Li-Cor 4300 DNA analyzer and visualized thanks tituarescence-labelled M13 primer. Gel
analysis was performed with SAGA Generation 2 safey according to manufacturer’s
recommendations. Technical adjustments of the aaalys well as calibration of the software
enabled to choose between a 1 or 2 base pair jmeescording to the expected variation of
microsatellite length. The results were visuallyedked. Samples of PCR products from 3
Hevea control clones were systematically included in heaelectrophoresis run for

homogenization of fragment length among runs.
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Data analysis

All 18 loci were scored for the 307 individuals linded in Table 1 (sample 1). For each of
these loci, genetic variability was characterizgdhie observed number of alleldg;), within
sample gene diversity or expected heterozygadityNei 1978) and observed heterozygosity
(Ho). Significance levels of departure from Hardy-Wsgrg proportions were based on 1,000
randomisations of alleles within populations. Thesatistics were calculated using Fstat
version 2.9.3.2 (Goudet 1995). Detection of evdntwdl alleles was implemented with the
Genepop 4.0.7 software (Raymond & Rousset 1995¢digputing maximum likelihood
estimates with EM algorithm (Dempster et al 197Kl)elic richness was computed by
rarefaction method (El Mousadik & Petit 1996) on@da@pulations and 11 loci for which at

least 6 individuals were genotyped per populatismg Fstat software.

Differentiation among populations

Important size differences among populations (fioto 66 individuals) make comparisons of
their genetic diversity meaningless. Consequergbpulations represented by less than 6
individuals were not considered for further anatys€éhe size of larger populations was
reduced to 20 to 25 individuals by randomized saiyding. Individuals from Jaru district (in
Rondo6nia) collected in 1974 and in 1981 were grdupegorm a unique population of 8 trees.
A more balanced sample was thus defined, with B8¥iduals from 14 populations, and will
be referred hereafter as sample 2 (Table 1). Fon @apulation, expected and observed
heterozygosity e andHp), and fixation indexff were computed overall loci, using GDA,
version 1.0 (Lewis & Zaykin 2001). Confidence ivarof fixation index was calculated for
each population from 100 Bootstraps over individuaith all loci. Single locus and overall
loci estimates of Wright's F statistics, and coafide interval from 1000 Bootstraps over loci
were also computed with Fstat software. Significdifferentiation among populations was
characterized by 4t statistics (Weir & Cockerham 1984) between pafrpapulations, with
corresponding P values determined over 10,000 petions of individuals among
populations, usingsENETIX version 4.05.2 (Belkhiret al. 2000). In order to test for a
contribution of geographic distance to populatioffedentiation, a nonparametric pairwise
correlation test between the matrices gfif@-Fst) and the logarithm of geographical
distances (Mantel 1967; Rousset 1997) was implemdenand P value for Z Mantel
association parameter calculated with 10,000 pextious among genetic distances, using

alSOGENETIX.
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Genetic structure

Sample genetic structure was also investigatedgutie Bayesian clustering algorithm
implemented insTRUCTUREV.2.2 (Pritcharcet al 2000). As the selected markers were each
located on a different chromosome, we were surtethieae was no linkage disequilibrium due
to close proximity between markers, a prerequisiteusing STRUCTURE software. We used
the admixture model on the whole dataset (sammheThble 1) with no previous population
information, and chose the "correlated allele feggpies between populations” option. Ten
runs with a burn-in of 100,000 and a run lengtl500€,000 iterations were performed for a
number of clusters varying from K=1 to K=9. Gragtidisplay of population structure was
implemented withDISTRUCT software (Rosenberg 2004). To determine the mosbgble
number of clusters, we used the ad hoc statisfioete by Evanncet al (2005) asAk; the
mean of the absolute values/of(K) divided by the standard deviation, whé(&) stands for
mean likelihood plotted over 10 runs for e#&ch

Results

Genetic diversity over sample 1

A global rate of 3.2% missing value was registeaidr genotyping of all individuals over
18 loci. All 18 SSR loci were highly polymorphic the sample of 307 individuals (Table 2),
with an average number of 21.7 alleles per locusamMgene diversityHg) and mean
observed heterozygosityH$) were globally different (0.739 and 0.599 respastti), which
indicated an important heterozygote deficiency reigg every analysed locus. Departure
from overall Hardy Weinberg proportions was sigrafit for all loci, except BAC55B02. For
three SSR loci (hamely A2762 T2603 and TAs2172)ewdstected high possible percentages
of null alleles, corresponding for two of them to emportant number of missing values.
These three loci were consequently discarded framhdr analyses. Allelic richness
standardized to 6 individuals per population vafiedh 4.8 to 6.5 alleles (Table3).

Population differentiation over sample 2

The second sample was derived from the originalpsaulmy randomized sub-sampling within
larger populations and elimination of smaller ongsth populations of Mato Grosso, with
highest number of individuals but rather low aliefichness, were adjusted to 25 individuals.
Differences between expected and observed hetaysitygwere slightly lower when

compared for each population overall loci (Table Bdwever these differences remained
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generally high, and important fixation index valueslicated significant departures from
Hardy-Weinberg expectations for 10 out of 14 popaoies. Overalld value, the estimate of
Wright's Fst, was significantly positive (F=0.116, P<0.01), icatting that allelic frequency
heterogeneity among populations was also globabgpansible for global heterozygosity
deficiency (Table 2). A Bonferroni correction wgsphed to P-values computed on pairwise
Fst between populations (Table 4) to take into accpassible significant values obtained by
chance. These pairwisesfiwere generally moderate but significantly positiMeable 5),
except for five comparisons among Acre populatidghsge comparisons among Ronddnia
populations and the comparison between AC/T andJR®@&ximum Kkt values for pairwise
comparisons were encountered between the populatittauba in Mato Grosso and almost
all Acre and Rondonia populations. Mantel test Hase matrices of &/(1-Fst) and the
logarithm of geographical distances showed veryniB@ant value (P<0.0001) for Z
coefficient, thus indicating that geographicallgtdint populations got a high probability of
being genetically distinct (Table 4).

Genetic structure

The sTRUCTURE analysis coupled with computation of Evankid statistics (Fig 2 a and b)
suggests a primary partition of individuals intmtalusters (K=2) with globally few admixed
samples, and a secondary partition into three elsigK=3). The first primary cluster is only
made of individuals from Mato Grosso origin, anthaens unchanged whether K value is 2 or
3. The second primary cluster includes individuatsn Acre and Rondonia (either from
EMBRAPA/IRCA or IRRDB collections), the only indidual from Vila Bela population
(Mato Grosso) and individuals from Madre de Diosr(B. This second cluster is divided for
K=3 into two sub-clusters corresponding on the tma@d to Acre and Madre de Dios
individuals, and on the other hand to Ronddéniaviddials (Fig 3). The Pimenta Bueno
population in the Rondonia cluster is characteriwechearly all individuals by an important
admixture with Mato Grosso populations. Otherwilsitle admixture is globally observed
between these three clusters. Pairwisealues between the three clusters were 0.137 for
MT-AC comparison, 0.114 for MT-RO, and 0.062 for /&RD. These three values were
highly significant (P<0.001).

Discussion
Our work is the first one combining sufficient nuentof genetically independent multi-allelic

microsatellite markers and a large sample of easbpected population, including the Madre
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de Dios population which had never been previookbracterized. The three previous studies
on genetic structure among wild rubber tree popnatcited above led to globally similar
conclusions, but with noticeable differences remgaydcomparative amount of diversity
between Acre, Rondbdnia and Mato Grosso, and deimibf homogeneous groups of
populations. Such differences may result from loMel@ numbers in isozyme markers
(Chevallier 1988) or insufficient sample sizes (8==t al. 1994; Lekawipaét al. 2003).

Deficit of observed heterozygosity in relation txpected heterozygosity for nearly all loci
and populations may principally result from the h@able existence of non detected null
alleles, which erroneously led to consider hetegomg individuals with a null and a visible
allele as homozygous ones (Dakin & Avise 2004 ustbontributing to a significant fixation
index for 10 out of 14 populations. This hypothesfsnull alleles is reinforced by the
observed rate of missing value, which was globlaly but could be explained for some loci
by homozygous null-allele individuals. Consequdimi@ation of 3 from the 18 genotyped
loci was done according to recommendations fromimBat al (2004). An alternative
explanation for significant fixation index is theogsibility of self pollination or crosses

between relatives, as mentioned in the introduction

Our analysis of microsatellite data on a large danmgd individuals clearly suggests a
“isolation by distance” model where spatial dis@rmetween populations is sufficient to
account for genetic differentiation (Fig 4). Thatans that geographical distance is the main
parameter for genetic differentiation but not neeedy the only one. In a previous study
based on RFLP and isozyme markers (Besse 1993jrSefgal. 2003), it was suggested that
the genetic structure of Amazoniah brasiliensispopulationscould be partly explained by
the hydrographical network, with preferential gdlmv between populations located on a
same Amazon tributary basin. This hypothesis cdulgs explain the observed genetic
proximity between geographical distant populatisash as MT/IT and MT/C on the one
hand and "Wickham" cultivated clones originatingnfrdownstream on the Tapajos river (see
Fig. 1) on the other hand (Bessteal. 1994; Lekawipagt al. 2003). Our results also suggest
that the “hydrographical network” is a secondargtda determining genetic differentiation
betweenHeveapopulations: for instance the Sena Madureira i (AC/S) is located at
220-250 km from the Feijo (AC/F), Tarauaca (AC/and Brasileira populations (AC/B), but
at 320 km far from the MDF one. In contrast, iresjpve of the geographic distance, AC/S

appears genetically much closer to the two popmratiocated on the same river basin of the
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rio Purus (kr of 0.028and 0.037 respectively) than the two other oneatéat on the rio
Jurua basin (& of 0.077 and0.066 respectively). It is thus likely that genetlstance
between populations would be best explained by rabawation of a strong "isolation by
distance" effect with a secondary "hydrographicainork” effect. This combined "isolation-
by-distance / hydrographical network” hypothesisuldothus explain the partition in three
clusters obtained witBTRUCTURE as administrative boundaries between Braziliatestwere
determined on hydrographical basis: Rio Jurua aiedPRrus for Acre (and Madre de Dios),
Rio Madeira for Rondbnia and Rio Tapajos for Matm$3o (Fig 1). Confirmation of this

partition into three clusters lies in significaripvise Fstvalues between clusters.

Other studies evidenced isolation by distance @emilar range of distances for tropical
trees (Collevattet al. 2001; Novicket al. 2003; Lemest al. 2003) or for temperate trees
(Dyer & Sork 2001; Heuertet al. 2001). This type of genetic differentiation is geally

linked to rather limited dispersion of seeds anltiepo

Analysis withsTRUCTUREalso allowed assignation of Vila Bela populatiom Mato Grosso
state) to the Rondobnia group in accordance withs8esal. (1994), although this population
could not be classified with gk statistics or Mantel test due to its size redutedne
individual. Similarly, STRUCTURE analysis confirmed that individuals prospected1Bi74
respectively in Acre and Rondébnia states were medigo the right groups. Finally, the
important admixture observed in RO/PB individuascompatible with low pairwise sk
values observed between RO/PB population and Mats$6 populations (Table 4). These
two results indicate that, though located in Rona@&state, the Pimenta Bueno population is
genetically intermediate between Rondonia and Matosso populations. The geographical
situation of Pimenta Bueno is probably analogouth&b of a contact zone between two sets
of populations, in which migration rate betweenssd¢hough lower than migration rates

within sets, is enough to maintain a noticeablesgéw.

No rubber tree demographic study has recently hewlertaken, although recent satellite
pictures suggested that the majority of rubber fvepulations which were prospected in
Rondonia until 1981 and analysed here, as wellaasq populations from Acre and Mato

Grosso, do not exist any more because of intenfeedgation. Situation seems to be more
favourable in Madre de Dios region of Peru whermstation has not yet become a great

matter of concern.
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Our results on genetic structure of rubber treeufmsmns can help designinm situ
conservation policies as well as management stemtefpr existingex situ collections.
Although the analysed sample included populatieandistant as 1.700 km one from the other,
the total area under study in our work did not, bBgdar, exhaustively covefl. brasiliensis
natural area. However, in this limited area, thennggenetic feature is isolation by distance
among rubber tree populations, suggesting that xinmwen of genetic diversity could be
preserved in smalin situ reserves regularly distributed in the whole dmttion area of
rubber tree in Brazil and neighbouring countrieslfBa, Peru and Colombia). Brazilian
extractive reserves, which seek to integrate coatien of natural resources, sustainable
development and human welfare (Fearnside 1989)sa@ree of the existing structures well
adapted to the preservation of rubber tree gedetarsity.. Current results should reinforce

the interest in maintaining and multiplying suckeeves.

Alternative solution to rubber trae situ genetic preservation is the management of existing
ex situ collections. Although the best preservation sgwtevould be to carry on with
maintenance and evaluation of all genetic diversgfyresented by thousands of genotypes
gathered in these collections, the present ovézallency is to reduce funding devoted to
these activities. Information on structure of genetiversity could help establishing global
collections for long-term preservation with a minim maintenance activity, and defining

working collections for medium-term targeted utiiion and breeding purposes.

Finally, whatever strategy will be preferred foe thuture ofH. brasiliensispreservation either

in situ or ex sity structure of diversity on an “isolation by distef pattern suggests that
known genetic diversity represents only part of sictual one. It therefore emphasizes the
urgent need for additional surveys in areas notcgpeered by anterior collections, such as
Amazonian basin in Colombia, Peru and Bolivia, 8nazilian states of Pard and Amazonas.
Such surveys do not necessary need to collectsatseeds and budwood as was the case on
previous surveys, since genetic analysis and moeimiques of geographical localization

allow characterization and precise identificatidmnalividual trees from now on.
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Table 1. Number of Hevea brasiliensistrees per population and collection which are
considered for the first and the second genetityases

Number of genotypes

Collection origin State of origin Population Abbreviation ~ Sample 1 Sample 2
Peruvian Minist. Agric.(1948) Madre de Dios (Peru) Madre de Dios MDF 6 6
EMBRAPA/IRCA (1974) Acre (Brazil) S&o José AC/SJ 3 0
Plécido de Castro AC/PC 5 0
Rondbdnia (Brazil) Jaru RO/J 3 3
Calama RO/C 4 0
IRRDB (1981) Acre (Brazil) Brasileira AC/B 17 17
Feijo AC/F 15 15
Sena Madureira AC/S 29 20
Tarauaca ACIT 7 7
Xapuri AC/X 4 0
Mato Grosso (Brazil) Aracatuba MT/A 1 0
Juruena MT/C 66 25
Itauba MT/IT 40 25
Vila Bela MT/VB 1 0
Rondbdnia (Brazil) Ariquemes RO/A 14 14
Calama RO/C 23 23
Costa Marques RO/CM 22 19
Jaru RO/J 5 5
Ji-Parana RO/JP 22 22
Ouro Preto RO/OP 7 7
Pimenta Bueno RO/PB 13 12
Total 307 220
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Table 2. Number of alleles, heterozygosity and Wright's &istics on sample 1 and sample
2. A is the total number of alleleBlg, within sample expected heterozygoshls, observed
heterozygosityP-value significance level of departure from Hardy Weirgbproportions; F,
estimate of Wright's |, 0, estimate of Wright'sdy; f, estimate of Wright's &

Sample 1 Sample 2

Marker EMBL

name identification A He Ho P-value F 5] f
A2365 AY486666 17 0.771 0.670 < 0.001 0.228 0.090 0.151
A2368 AY486668 18 0.788 0.711 <0.001 0.199 0.117 0.094
A2387 AY486690 16 0.799 0.701 <0.001 0.239 0.146 0.108
A2389 AY486679 25 0.790 0.748 <0.01 0.201 0.146 0.065
A2406 AY486697 27 0.830 0.586 < 0.001 0.302 0.077 0.244
A2413 AY486681 16 0.789 0.563 < 0.001 0.323 0.128 0.223
A2508 AY486740 41 0.894 0.821 <0.05 0.081 0.057 0.026
A2684 AY486821 22 0.781 0.679 < 0.001 0.309 0.123 0.211
A2689 AY486822 25 0.815 0.638 <0.001 0.272 0.110 0.181
A2736 AY486841 21 0.808 0.619 <0.001 0.272 0.094 0.195
A2762 AY486852 29 0.772 0.509 <0.001 - - -
BAC55B02 DQ115609 9 0.432 0.396 NS 0.356 0.311 0.064
T2083 AY486904 5 0.119 0.107 <0.05 0.325 0.295 0.037
T2101 AY486604 31 0.721 0.633 <0.001 0.281 0.158 0.146
T2603 AY486768 26 0.839 0.538 <0.001 - - -
TA2163 AY486617 29 0.841 0.713 <0.001 0.387 0.106 0.315
TAs2172 AY486619 18 0.671 0.391 <0.001 - - -
TAs2558 AY486760 16 0.850 0.767 <0.001 0.178 0.064 0.121
Mean overall loci 217 0.739 0.599 0.258 0.123 0.155
2.5% lower bound 0.217 0.098 0.114
97.5% upper bound 0.296 0.156 0.195
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Table 3. Within population genetic diversity of sample 2 over 15 microsatellite loci. Rs,
allelic richness standardized to 6 individuals from the original number of trees per population;
n, mean sample size per locus, A, mean number of alleles per locus;, Hg, expected
heterozygosity (gene diversity); Ho, observed heterozygosity; f, fixation index; NS, non

significant.
Sample 2

Rs n A He Ho f
Population
AC/B 6.15 16.5 8.6 0.787 0.702 0.110
AC/F 5.38 14.8 6.5 0.696 0.639 0.085 "
AC/S 6.14 19.3 9.1 0.781 0.684 0.127
ACIT 6.47 6.8 6.1 0.730 0.584 0.213
MDF 5.82 5.4 55 0.767 0.733  0.048"°
MT/C 571 24.1 8.7 0.722 0.603 0.168
MT/AT 4.81 24.2 7.0 0.661 0.523 0.213
RO/A 6.20 13.6 7.9 0.768 0.674 0.125
RO/C 6.48 22.7 11.1 0.793 0.685 0.139
RO/CM 6.42 18.7 8.8 0.722 0.593 0.183
RO/J 5.77 7.8 5.7 0.756 0.643 0.159 N
RO/JP 5.71 21.7 7.9 0.738 0.644 0.130
RO/OP 5.18 7.0 5.1 0.712 0.552 0.239 N
RO/PB 5.98 12.0 7.4 0.754 0.567 0.257
Over all
populations 5.87 15.3 7.5 0.742 0.631 0.156

Table 4. Triangular distances matrices for computation of Mantel test. Above the diagonal:
pairwise Fsr/(1- Fsr) values. After Bonferroni correction al values are significantly >0
(P<0.001), except for comparisons in bold. Below the diagonal: logarithm of geographic
distances between populationsin km.

AC/B ACIF AC/S ACIT MDF MT/C  MT/IT RO/A RO/C RO/CM RO/J RO/JP RO/OP RO/PB
AC/B 0.075 0.024 0.049 0.018 0.181 0.236 0.078 0.126 0.113 0.092 0.148 0.112 0.136
ACIF 5.89 0.087 -0.001 0.090 0.222 0.277 0.118 0.166 0.127 0.148 0.202 0.195 0.169
ACIS 539 5.38 0.066 0.021 0.166 0.233 0.094 0.122 0.115 0.095 0.144 0.122 0.135
ACIT 597 395 551 0.073 0.191 0.235 0.079 0.129 0.086 0.101 0.148 0.125 0.140
MDF 5.02 594 577 594 0.161 0.227 0.106 0.125 0.110 0.106 0.162 0.123 0.142
MT/C 703 719 7.03 722 7.17 0.064 0.153 0.170 0.160 0.184 0.203 0.179 0.067
MTAT 729 743 731 745 740 5.89 0.227 0.238 0.233 0.248 0.270 0.242 0.118
RO/A 6.45 6.72 6.44 6.76 668 6.23 6.76 0.085 0.066 0.054 0.091 0.082 0.098
RO/C 659 6.72 648 676 680 6.33 681 534 0.095 0.069 0.092 0.100 0.116
RO/CM 6.24 6.71 641 674 649 652 690 574 6.24 0.064 0.073 0.081 0.076
RO/ 6.56 682 657 686 6.77 6.05 666 452 556 577 0.081 0.054 0.107
RO/JP 661 688 663 692 680 59 660 508 581 573 433 0.062 0.136
RO/OP 657 684 659 688 6.77 6.05 664 482 572 569 378 3.69 0.115
RO/PB 6.80 704 684 707 696 561 637 583 617 6.02 551 519 538
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Fig 1. Locations of Hevea brasiliensispopulations sampled in South West Amazonia.
Abbreviations are the same as in Table 1. Collgcptace of ancestors of all Wickham
Asiatic cultivated clones is indicated by W (ngi@pulation studied in the present work).
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Fig 2. Determination of K, the most probable number obtdrs, with Structure software, for
307 individuals (sample 1).
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Fig. 3 Graphical representation of the 307 individualsarple 1 according to a partition in
three clusters withTRUCTURE software
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Fig 4. Relationship between pairwise genetic and gedgrapdistances among Amazonian
Hevea brasiliensipopulations
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4.2. Résultats complémentaires ne figurant pas da l'article

Le génotypage d'individus sauvages conservés éectioh ex situdans le cadre de I'étude
décrite ci-dessus, a été mis a profit pour carsetéégalement et avec les mémes marqueurs
microsatellites, des accessions d'autres origirmastivars issus de croisements Wickham x
Amazoniens (WAmM) et génotypes d'autres especeséaiibe Certaines populations sauvages
étaient également représentées par un nombre mpjustant de génotypes. Le tableau 4.1.

récapitule le nombre total de génotypes analysepgquaulation ou origine.

Tableau 4.1. Nombre total d'individus analysés par origine

Nb total
Collection initiale Région d'origine Population Abréviation individus
génotypés
Peruvian Minist. Agric.(1948) Madre de Dios (Pérou) Madre de Dios MDF 7
EMBRAPA/IRCA (1974) Acre (Brésil) Sao José AC/SJ 3
Placido de Castro AC/PC 6
Rondénia (Brésil) Jaru RO/J 4
Calama RO/C 4
IRRDB (1981) Acre (Brésil) Brasileira AC/B 19
Feijo AC/F 17
Sena Madureira AC/S 32
Tarauaca ACIT 7
Xapuri AC/X 6
Mato Grosso (Brésil) Aracatuba MT/A 2
Juruena MT/C 70
Itauba MT/IT 43
Vila Bela MT/VB 1
Rond6nia (Brésil) Ariquemes RO/A 15
Calama RO/C 27
Costa Marques RO/CM 23
Jaru RO/J 7
Ji-Parana RO/JP 22
Ouro Preto RO/OP 7
Pimenta Bueno RO/PB 13
Especes non brasiliensis Non br. 9
Wickham w 1
Wickham x Amazoniens Wam 44
Wickham x non brasiliensis 1
Total 390
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Les données ont été analysées avec le logiciel iDgRerrier & Jacquemoud-Collet 2006)
qui permet une représentation arborée d'une matiecdissimilarité calculée a partir des

données alléliques aux marqueurs pour les indivétiudiés (Perrier et al 2003).

La représentation arborée obtenue selon la méttedéeighbor-Joining (Saitou & Nei 1987)
a partir de la matrice de dissimilarité est en Fegd.1l. Il a été attribué a chaque génotype
analysé une couleur en fonction de son origine gbggue et génétique déclarée.
L'observation visuelle de cette figure permet deeselre compte de la bonne correspondance
des regroupements générés par l'algorithme avegie géographique des génotypes. Acre
et Rondonia forment deux groupes homogénes etgohches entre eux qu'ils ne le sont du
groupe des accessions du Mato Grosso. On congfakengent que la plupart des génotypes
du Madre de Dios (en rouge) sont regroupés avec @ged'Acre (en rose), confirmant ainsi
les résultats obtenus avec la méthode des Fst é&¢ pagiciel STRUCTURE. De méme, les
individus de la population Pimenta Bueno du Rond@RiO/PB) paraissent former un groupe
intermédiaire entre le groupe Mato Grosso d'uné giales groupes Acre-Rondonia d'autre
part, ce qui est bien en accord avec l'importank tde mélange ("admixture”) entre les
clusters Rondbnia et Mato Grosso détecté pour cptipulation avec le logiciel
STRUCTURE.

Les informations additionnelles tirées de l'analges individus supplémentaires sont les

suivantes :

— Les hybrides "Wickham x Amazoniens" (WAm, en veftyment un regroupement
relativement homogene, et proche du groupe Matesdro
- Les individus représentant diverses espéces brasiliensis constituent également un

groupe homogene.

Enfin, on peut identifier également sur cette fegun certain nombre d'individus "mal
classés", c'est-a-dire des individus dont la prairgénétique avec d'autres individus n'est
pas cohérente avec leur supposée origine géographipux types d'erreur peuvent étre a

l'origine de ces incohérences :
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Figure 4.1. Représentation arborée de la matrice de dissitdilabtenue a partir des 18 marqueurs

microsatellites sur les 390 individus analysés {ab.0)
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Il s'est produit une erreur d'identification a uament ou un autre du long processus qui
va de la collecte des graines en forét, de lemstest en Cote d'lvoire, de I'élevage des
plants en pépiniere, du greffage de ces plantpate-greffe, du planting au champ en
Céte d'lvoire, du préléevement et transfert de hi@gyreffe en Guyane, de la nouvelle
multiplication par greffage en Guyane, du plantlngchamp, de la collecte de feuille
pour extraction d’/ADN, du processus de génotypalywatpellier et de la lecture des

résultats. Ce sont vraisemblablement des erreursedgpe (mauvais positionnement
d'une pancarte au champ, erreur dans I'étiquetagecdhantillon) qui sont responsables
des inversions d'individus entre les groupes Aordiidu "bleu” dans groupe "rose")

ou Rondoénia (rose ou jaune dans bleu).



2. Les erreurs qui se sont produites apres greffagsque le porte greffe s'est développé
en lieu et place du greffon et que cela n'a pasiétécté (bourgeon de porte-greffe).
Etant donné que, en Cote d'lvoire comme en Guylaseplants utilisés comme porte-
greffe proviennent de graines récoltées sur desefpas de clone de type Wickham ou
WAm, il est vraisemblable que les erreurs de ceetgpnt a l'origine du mauvais
classement dans le groupe WAm (vert) d'individuspsgés étre Acre, Rondbdnia ou
Mato Grosso. De méme, la petite arborescence lesefdune a proximité du groupe
WAmM est sans doute constituée uniquement d'indsviglour lesquels ce type d'erreur

s'est produit.

4.3. Discussion

Outre le fait que l'analyse effectuée a partir @emlatrice de dissimilarité entre individus
corrobore les interprétations issues de I'étudedigsnces entre populationss{f-ou de
l'analyse avec STRUCTURE, les résultats provenad ihdividus supplémentaires ne

figurant pas dans le manuscrit soumis a publicamportent des informations pertinentes.

Les individus issus de croisements du type WAmMtng@s tous une généalogie connue, et
méme lorsqu'elle est supposée connue, elle nespomd pas forcément a la réalité. Dans le
Tableau 4.2. par exemple, figure le génotype estiggsur les 18 marqueurs utilisés pour le
clone FDR 5788 ainsi que pour un de ses supposesege, le clone MDF180. La

comparaison des alleles a chacun des marqueusssse hucun doute sur la non-conformité
de l'ascendance supposée de FDR5788. Ce cloneugstots bien regroupé avec les autres
individus WAmM et on peut donc supposer que bien spugénéalogie soit erronée, il s'agit
bien d'un clone de type WAmM, ce qui est corrob@édes informations phénotypiques sur la

résistance de ce clone au SALB (Mattos, commumicgiersonnelle).

La plupart de ces clones WAmM sont supposés awwiséectionnés au sein de croisements de
premiere ou deuxieme génération entre clones @aiigi® du Madre de Dios (clones MDF) et
clones Wickham: croisements W x Am ou W x (W x Aar ailleurs, le clone PB260 qui est
purement d'origine Wickham, et qui a été utiliséhote témoin pour le génotypage, est bien

regroupé avec les clones WAm. Il apparait donceaaent que I'ensemble des clones WAmM
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se rapproche plus de l'origine Wickham que de laufaion Madre de Dios dont ils sont
assez éloignés sur la représentation arboréeitLguiace groupe de clones WAmM se retrouve

Tableau 4.2. Génotype de FDR5788 et d'un
de ses supposés géniteurs : MDF180

Marqueurs FDR5788 MDF180
A2365 192 /196 194 /198
A2368 193 / 245 193 / 265 —
A2387 198 / 200 206 / 206
A2389 205 / 218 221 | 227
A2406 135 /135 131/ 141
A2413 308 / 322 314 /314
A2508 272 | 275 256 / 264
A2684 278 | 278 278 | 284 ~— <—
A2689 99 /105 94 /107
A2736 128 /130 130 / 136
A2762 153 / 153 156 / 156
BAC55B02 165 / 169 161 / 161
T2083 282 / 282 282 /282
T2101 Na / Na 137 /137
T2603 293 /293 301 / 317
TA2163 209 / 218 205 / 217
TAs2172 126 / 126 128 /128
TAs2558 230 / 244 242 | 250

Les fleches indiquent les marqueurs a génotypes
compatibles entre parent et descendant

a proximité des clones du Mato Grosso constituendite supplémentaire de la proximité

génétique des populations du Mato Grosso avegihaiWickham, fait qui avait déja été

observé précédemment (Besstal. 1994; Lekawipaet al. 2003), et qui conforte I'hypothése

de structuration secondaire de la diversité généten fonction du réseau hydrographique,
telle que nous l'avons formulée dans le manusedéessus. Par ailleurs, la figure 4.1 semble
suggeérer une partition en deux sous-groupes dadaimms de I'Acre (Acre Ouest-Rio Jurua
et Acre Est-Rio Purus), partition déja révélée parqueurs isozymes et RFLP dans de
précédentes études (Besse et al 1994; Seguin2808), mais non détectée par le logiciel
STRUCTURE dans la présente étude.

Afin de ne pas introduire de biais expérimentas, iledividus dont le regroupement dans
I'arbre en Neighbor-Joining présente des incohé@sraeec l'origine géographique supposée
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n'ont pas été pris en considération dans les étadegyénétigue des populations et
structuration de la diversité exposées ci-dessasi & conduit a éliminer dans les origines
Acre, Madre de Dios, Rondonia ou Mato Grosso 28/idds dont le mauvais classement est
supposeé étre di soit a une erreur d'identificatolm a un développement non détecté du

porte-greffe.

De facon intéressante, on est ici en présenceréuitat non attendu au démarrage de cette
étude et qui porte sur l'utilisation des informasicapportées par cette structuration de la
diversité pour la gestion des collectiogs situd'arbres issus de populations sauvages. Il est
possible, méme en l'absence d'information portamtla généalogie des accessions en
collection, de repérer celles dont le génotypetrpas cohérent avec leur supposé groupe
géneétique d'origine. Le génotypage par micros#sllconstitue donc un outil permettant
I'élimination des accessions non conformes et mhkutc se révéler trés utile pour la
caractérisation phénotypique des origines étudiégmsme nous le verrons dans le chapitre
suivant. Cette possibilité de "nettoyage” des ctitbesex situgrace a la structuration de la
diversité génétique par génotypage microsatelbtestitue donc une application du marquage

moléculaire dans un schéma de sélection chez 8hévé
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Chapitre 5 — Etendue du déséquilibre de liaison asein de populations
naturelles et application a la détection de factewrde résistance

par étude d’association

Dans les chapitres précédents, nous avons abandieyls points concernant les différentes
formes de résistance génétique de I'névéa au SAlBsaessources génétiques disponibles
dans les populations naturelles de I'espé@ea brasiliensis. Il a tout d'abord été montré que

la seule source de résistance dont les facteurétigéas avaient été caractérisés jusqu'a
présent ne présentait pas un caractére durableninersel puisqu'elle avait déja été

contournée par des souches agressives du pathddggmewutre source de résistance partielle
au SALB, présente chez le cultivar MDF180, peutremanche étre considérée comme
durable car elle est connue depuis plus de 30 tases maintient a un niveau élevé. L'analyse
génétique de cette nouvelle source de résistaffeeflete par cartographie de QTL sur une
descendance de ce cultivar a permis la mise eregsdde deux locus qui contribuent

fortement a l'expression de la résistance. Paguad| I'analyse de la diversité génétique des
populations sauvages par marqueurs microsatelbitepermis de faire apparaitre une

diversification primaire des populations en fonotide la distance géographique, ainsi que
d'un effet secondaire de l'effet "réseau hydrogopmi. Cette diversité génétiqgue est

structurée en deux groupes importants, regrougamdpulations du Mato Grosso d'une part,
et celles de I'Acre, du Rondoénia et du Madre desldiautre part. A l'intérieur de ce deuxieme
groupe, une subdivision nette est révelée entselis-groupe Acre-Madre de Dios d'une part

et Rondonia d'autre part.

Au cours de ce chapitre, nous caractéerisons leqdéd@e de liaison existant au sein de ces
populations naturelles, afin d'évaluer l'intéréeties représentent pour le marquage genétique
de caracteres d'intérét dans le cadre des programanr@élioration génétique de I'hévéa. Pour
cela, nous estimerons dans un premier temps laidéance du déséquilibre de liaison en
fonction de la distance dans deux régions du géndenéhévéa, relativement denses en
marqueurs microsatellites. Ceci nous permettraéerchiner si d'une maniére générale ces

populations présentent des valeurs de déséqudifitre locus physiquement liés compatibles
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avec des études d'association entre marqueursagtér@s phénotypiques. Nous étudierons
ensuite plus particulierement le déséquilibre disdin au moyen de marqueurs microsatellites
et SNPs dans une des deux régions du génome cohigmaene majeur de résistance au
SALB. Nous examinerons enfin la possibilité de diepar génétique d'association un (des)
alléle(s) impliqué(s) dans la résistance d'accasssauvages Hd: brasiliensisa M. ulei au

sein de cette méme région du génome. La descrigdgematériels et méthodes mis en ceuvre
dans ces trois modalités est regroupée au seip di@me partie. Dans la partie qui suit sont
présentés successivement les résultats de cesappisches, et enfin une partie discussion

fait la synthése de I'ensemble des résultats.

Une étude antérieure (Le Guen et al. 2002) podante nombre de génotypes résistants au
SALB parmi les populations conservées en collecgansitu en Guyane, a montré une
proportion nettement plus élevée de génotypestadsssparmi les populations de I'Acre et du
Rondbnia que parmi celles du Mato Grosso. Cesteésudont réexaminés a la lumiére des
informations commentées au chapitre précédentesupdssibles erreurs d'identification de
clones en collection et aboutissent a la définigam nouvel échantillon pour les études de

déséquilibre de liaison de ce chapitre.

5.1. Matériel et Méthodes

5.1.1. Matériel végétal

Le matériel végétal étudié dans cette partie essttaé d'un sous-échantillon du matériel
végeétal décrit et étudié au chapitre précédendédsequilibre de liaison pouvant étre génére
par la structure génétique de I'échantillon étutiEmalyse ne portera ici que sur des sous-
ensembles génétiquement homogénes des accessiposillies en collectioax situsur le

site expérimental de Combi en Guyane. Le logisi®uCTUREa mis en évidence un premier
niveau de différentiation en deux groupes : lesogges provenant du Mato Grosso d'une
part, et ceux originaires de I'Acre, du Madre de<Det du Ronddbnia d'autre part. L'étude
portera donc sur l'un de ces deux grands groupisisd@ar le logicielSTRUCTURE Pour
déterminer lequel de ces deux groupes serait étndifs nous somme reportés aux travaux
antérieurs (Le Guen et al. 2002) et qui montraipré le pourcentage de clones sensibles au

SALB s'élevait a 82% pour les populations du Matogso, alors qu'il n'était que de 18%
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pour celles de I'Acre et 26% pour celles du Ronal§hiableau 5.1.). Ces résultats avaient été
analysés alors gque I'on ne disposait pas encouéls'moléculaires permettant de contrdler la
conformité des clones présents en collecegansitu Il a été montré a la fin du chapitre
précédent que l'analyse des données moléculaiezslas logiciels Darwin 0$TRUCTURE
remettait en cause l'appartenance d'un certain rodi@ccessions aux groupes géographiques
auxquels leur identification les rattachait. Celauyait étre expliqgué soit par des erreurs
d'identification a une étape quelconque au courdadsuccession d'évenements entre la
collecte en forét et la lecture des alleles midedbtes, soit a des développements de rejets de
porte-greffe au détriment des clones greffés. midlation de ces accessions non conformes
des observations de résistance au SALB accroitlifi&rences entre le groupes : 81% des
clones originaires du Mato Grosso sont toujourssibdes au SALB apres élimination des
non-conformes, alors que cette proportion tomb@&og8ur les clones de I'Acre et 23% pour
ceux du Rondonia (Tableau 5.1.). La diminution dmhbre de clones sensibles est due au fait
que la majorité des non-conformes sont des pogfegr Wickham totalement sensibles.
Notre intérét se portera sur les populations oaigegs de I'Acre et du Rondbénia chez
lesquelles on peut espérer déceler par généticagsatiation de nouveaux alleles de
résistance au SALB, plut6t qu'a celles originadesviato Grosso, au sein desquelles 80% des
clones sont sensibles. Du point de vue de l'efffi€ate I'étude d'association, les 20% d'arbres
résistants dans le Mato Grosso peuvent paraitrei &igressants que les 20% d'arbres
sensibles dans le Rond6nia. Cependant, nous sonbaibmpléter les données phénotypiques
obtenues en conditions naturelles d'infestationc adees données issues d'inoculations en
conditions contrélées avec des souches agresss«asws desquelles il est probable que tous
les individus du Mato Grosso seront sensibles.t@@srquoi le groupe Mato Grosso n'a pas
éte retenu dans I'échantillon étudié. L'étendudéiéquilibre de liaison sera donc estimée sur
des clones originaires des états de I'Acre et dodBwmia, auxquels viennent s'ajouter des
clones du Madre de Dios dont l'analyse de diveesitévélé la proximité géographique avec
les populations de I'Acre, et dont diverses obgEma (non mentionnées ici) laissent penser

gu'un pourcentage important d'entre eux présergdanne resistance au SALB.
5.1.2. Extraction d'ADN

Les analyses ont porté sur les mémes extraits d'gdNceux étudiés au chapitre 4.
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5.1.3. Marqueurs microsatellites

Les marqueurs microsatellites utilisés provienrded mémes banques enrichies et banques
BAC que ceux décrits dans le chapitre 4. Deux r&gidu génome de I'hévéa ont été
privilégiées pour cette étude, en raison de leursiti® en marqueurs microsatellites. Ces
régions sont situées l'une sur le groupe de liaggdet l'autre sur le groupe de liaison g8. La
région étudiée sur le groupe de liaison g2 compadet@lus un gene majeur de résistance au

SALB chez le clone FX 2784 (données non publiées).

Tableau 5.1. Nombre de clones malades par population d'origine
Combi, observations réalisées en 2000

Données de l'article

Le Guen et al 2002 Apres élimination des illégitimes

clones % Nb total clones % Nb total

Etat population malades de clones malades de clones
AC/B 2 11.1 18 0 0.0 16

AC/F 3 20.0 15 1 7.7 13

AC/S 5 16.1 31 2 7.1 28

ACIT 1 14.3 7 1 14.3 7

AC/X 3 42.9 7 2 33.3 6

Total Acre 14 17.9 78 6 8.6 70
MT/A 3 100.0 3 2 100.0 2

MT/C 55 78.6 70 51 77.3 66

MT/IT 40 87.0 46 39 86.7 45

MT/VB 0 0.0 1 0 0.0 1

Total Mato Grosso 98 81.7 120 92 80.7 114
RO/A 2 18.2 11 2 18.2 11

RO/C 5 22.7 22 3 15.0 20

RO/CM 3 14.3 21 2 10.0 20

RO/J 3 60.0 5 2 66.7 3

RO/JP 2 9.5 21 2 9.5 21

RO/OP 3 50.0 6 3 50.0 6

RO/PB 8 61.5 13 7 58.3 12

Total Rondo6nia 26 26.3 99 21 226 93

Dans la suite de ce chapitre, afin d'éviter desusions entre groupes de liaison et groupes de
population, les groupes de liaison seront désiglextement par leur numéro ("g2" pour
"groupe de liaison g2") et les groupes de poputatipar le nom du groupe auquel elles se
rattachent ("Acre" pour ensemble des populatiotiaghées a I'Acre par le logiciel Structure).
La détermination de l'ordre des marqueurs utilasési que de la longueur des intervalles

entre deux marqueurs successifs a été établie yahése des données provenant des
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cartographies des croisements PB260 x RO38, RRIM6M®B217 et PB260 x FX2784
(Seguin, communication personnelle). Une trés botwiméarité a été décelée entre les
différentes cartes (voir Figure 5.1.). Les distanestre deux marqueurs successifs ont pu étre
soit calculées directement lorsque ces marquearsnéttous les deux présents sur la méme
carte génétique, soit estimées indirectement psioriude plusieurs cartes grace au logiciel
Joinmap. Toutes les distances sont exprimées diMoegan (en distance de Kosambi) car
elles résultent de calculs de taux de recombinag&oeein de descendances en ségregation.
Dans une seule situation il est possible d'avoie estimation de la distance physique
maximale entre deux marqueurs, il s'agit des dearqueurs BAC55B02 et BACO08I21 issus
de deux clones BAC différents de degré de recousnémon déterminé mais ayant une
séquence commune. La longueur maximale de ces<cIBA& étant de 125 kb, et en
admettant que les 2 marqueurs soient aux extréropgssées des 2 clones, la distance
maximale entre eux est donc de 250 kb. Onze margsem un intervalle de 59 cM ont donc
été étudiés sur g2, et 17 marqueurs sur 67 cM&uPay ailleurs, 6 marqueurs microsatellites
situés dans la région du gene majdlt5md sur g15 ont également été genotypés afin

d'étudier en particulier le DL dans cette portienggnome.

Pour tous les marqueurs microsatellites étudiéspitetocoles de PCR, d'électrophorése des
fragments amplifiés, de visualisation des alleledeecalcul de leur longueur sont les mémes

que ceux décrits au chapitre précédent.

5.1.4. Marqueurs SNP

Les ressources moléculaires disponibles sur I'héméamoment de notre étude ne
comportaient aucune banque de polymorphisme nudigéo¢ (SNP). Nous avons donc tiré
partie des informations provenant de tous les auyqges de marqueurs dont nous disposions
afin de détecter des SNPs dans la région génongigeienous souhaitions étudier a proximité
du géne majeur de résistandd5md Nous avons choisi pour cela de nous intéresser au
fragments génomiques déja séquencés chez lesdaodivdayant servi a I'établissement de
cartes génétiques. A cette fin, il a été procédséguencage de produits PCR concernant soit
des marqueurs microsatellites ayant une séqueaocguhnte en 5' suffisamment grande
(supérieure a 300 pb), soit des sondes issues bampie Pstl utilisées pour la cartographie
RFLP. Apres un test préalable de polymorphisme apbrisur 24 individus d'origines
génétiques diversifiées, cinq fragments de ce tymeété séquencés chez 96 individus du

Rondobnia. Le séquencage, réalisé par la technotoggiionnelle Sanger, a été sous-traité a
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la société GATC. Les 4 fragments étudiés sont iséalsur la carte génétique du groupe de

liaison g15 dans la figure 5.1.

g2 SSR synth g8 SSR synth g15 SSR synth
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Figure 5.1. Localisation des marqueurs utilisés:vert: marqueurs microsatellitesen rose:
fragments dans lesquels ont été recherchés des. SNIPgy2 et g8 seuls les marqueurs
microsatellites cartographiés ont été représentésup trait; sur gl5 tous les types de
marqueurs cartographiés (microsatellites, RFLP, RFant été représentés. La fleche indique
la position du gene majeit15md chez MDF 180.
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5.1.5. Analyses statistiques
Reconstruction d'haplotypes

Le logiciel Phase v.2.1. a été utilisé pour la rstauction d'haplotypes a partir des données
génotypiques de type microsatellite ou de type SN#art a I'équilibre de Hardy-Weinberg
n'affecte sérieusement les résultats proposésepkgiciel que lorsque ces écarts consistent
en un exces d'hétérozygotes (Stephens et al 26@Xui n'est le cas pour aucun des locus
étudiés jusqu'a présent dans les populations de @chantillon (tableau 2 chapitre 4). Ce
logiciel offre la possibilité de fixer a priori laaleur du paramétre de recombinaigon 4NeC

(ou N est la taille effective de la populationcela probabilité de recombinaison entre paires
de bases adjacentes). Nous avons vu au chapitwe Bacarte consensus établie a partir du
croisement PB260 x MDF180 a une longueur approxuwaade 2000 cM, ce qui pour une
quantité d'ADN de 2,2 pg pour 1C (Bennett & Leifd97) nous donne I'équivalence globale
suivante sur I'ensemble du génomeHdérasiliensis: 1cM = 1000 kb, et donc une valeur de
probabilité de recombinaisoa = 10°. Comme nous ne disposions pas d'éléments nous
permettant d'inférer la taille effective des popolas d'hévéa dans leur milieu naturel, nous
avons retenu deux valeurs contrastéesNdequi encadrent vraisemblablement les tailles
réelles des populations. Pour cela, deux valeurpatameétre de recombinaispnont été
choisies: celle par défaut de= 4 x 10* proposée par le concepteur du logiciel, et qui
correspond a une taille effective de populatigr= 10 000 individus, et une autre valeurpde

= 4 x 10° qui correspond &, = 100 individus. Pour les marqueurs microsatsljites
haplotypes ont été estimés sans faire a ce sthygpathese sur le modéle de mutation. Pour
chaque groupe de liaison étudié et chaque valeup, d® reconstructions indépendantes
d'haplotypes ont été effectuées en faisant varagfrague fois la valeur initiale utilisée pour la
génération de nombre aléatoire. Ces 10 haplotypiésés pour chaque individu et chaque
groupe de liaison analysés permettent d'avoir ialiB#Ement acces aux variances des

estimateurs de déséquilibre de liaison.
Estimation du déséquilibre de liaison

L'estimation du déséquilibre de liaison (DL) daaschs de locus multialléliques dérive de

celle obtenue pour deux locus a deux alleles cha@yre p(AB;) — p(A)p(B) oup(A) est la
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fréquence de l'allélé; au locusA, p(B) la fréquence de l'allélB; au locusB et p(AB) la
fréquence de I'haplotyp&B; dans la population.

Deux approches différentes d'estimation du déségeitle liaison ont été comparées. Nous
avons tout d'abord estimé le déséquilibre de lmigénotypique par calcul du coefficient

compositeAag défini par Weir et Cockheram (1979) :

Apg = Dag + Da/s = pPas + Pa/e -2PAPB

ou D a,p représente le déséquilibre de liaison entre |&$esllA et B en position trans sur le
chromosome. Ce coefficient présente l'intérétral'@irectement calculable a partir des
données génotypiques sans nécessité d'avoir aceebaplotypes. Il varie, pour chaque
comparaison d'alleles entre 2 locus, entre lesursled.5 et +0.5. Il a été calculé avec le
logiciel Genetix version 4.05.2 (Belkhat al. 2000) qui effectue une moyenne par paire de
locus entre toutes les comparaisons d'alleles 2apr@s transformation de Fisher de ces

valeurs.

Nous avons également estimé le déséquilibre dehahaplotypique a partir des haplotypes
reconstruits avec le logiciel Phase. Deux mesuwedédéquilibre de liaison haplotypique ont

été ainsi calculées: le paramdirg(Lewontin 1964):

m D.
D= 2 2 P(A) p(B) -

1 j=1 max

k

ou

DT = min[p(A) p(B)),(1-p(A)(A-p(B)))] siD; <0

et

DI

min [p(A)(1 - p(By)),(1-p(A))R(B;))] siD; 20

et le parameétre :
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2

. D:
re. J
T p(A)@ - p(A)) (B - p(B)))

Toutes les statistigues associées au déséquilibriaidon haplotypique ont été calculées
grace au logiciel Powermarker v3.25 (Liu & Muse 200.a décroissance du déséquilibre de
liaison a été représentée graphiquement en fondeda distance en centiMorgan qui sépare

les paires de locus.

Pour chacune des trois mesured' etr?, une valeur seuil de déséquilibre de liaison intra
chromosomique significatif a été établie par pofioita Ce seuil correspond a 5% des plus
fortes valeurs de déséquilibre de liaison obteramdge paires de marqueurs situés sur deux

chromosomes différents.

En plus des deux paramétridset r2 calculés a partir des haplotypes reconstruitsegeic
logiciel Phase, nous avons estimé la valeur exaetia probabilité associée au déséquilibre
de liaison entre chaque paire de marqueurs (sauéson sur le méme groupe de liaison).
Cette probabilité a été obtenue par un test MCM@nfd-Carlo Markov Chain) sur les

données génotypiques brutes (non phasées) aveaximum de 1®itérations.
Regroupements d'alleles

Le logiciel Darwin 5.0 (Perrier & Jacquemoud 20@®)nt la fonctionnalité principale est
l'estimation de distances entre individus a padér ['établissement d'une matrice de
dissimilarité, posséde une option permettant dafer des regroupements d'alleles.
L'utilisation de cette application repose sur lbiyyese que la diversité allélique observée est
le fruit d'une part de la structure de la populat& d'autre part d'une évolution des alleles
selon le modéle "stepwise mutation" (Kimura & Ohg¥5). Cette option a été testée dans le

but de réduire le nombre d'alléles par marqueurasatellite
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Détection d'association avec des parameétres dstasie au SALB

L'association a été testée par analyse de varipndant sur les valeurs phénotypiques
moyennes des différentes classes géenotypiquescquehacus. Une analyse de variance a 1
facteur a tout d'abord été réalisée séparémerthamun des groupes Acre et Rondbnia avec
le logiciel Tassel v2.01 (Bradbury et al 2007) atipales données génotypiques obtenues
aprés regroupement des alleles. Ce logiciel offrgpdssibilité de prendre en compte la
structuration génétique de I'échantillon étudié sddm test d'association. Pour cela, les
coefficients d'appartenance des individus aux geeujcre, Ronddnia et Mato Grosso définis
par le logiciel Structure (voir chapitre 4, figudg ont été introduits comme covariables dans
le modele d'analyse de variance. De plus, lestedsuprésentés au chapitre 4 font état de
valeurs significatives deskrentre la plupart des populations du Rondénia (tteag, tableau

4). On peut donc suspecter une sous-structuratiennie du groupe Rondoénia. Il a donc été
procédé pour ce seul groupe Rondbnia a une nouaedlyse avec le logiciel Structure afin
de déterminer le nombre de sous-clusters le ploisgime au sein du groupe Rondoénia. Ainsi
gue nous l'avons décrit dans le chapitre 4, lastitpie 1K définie par Evanno et al (2005) a
été calculée afin de déterminer le nombre le phabable de sous-clusters. Un nouveau test
d'association a alors été effectué sur le seul pgroRondbnia en introduisant comme
covariables dans le modele d'analyse de variarscedefficients d'affectation des individus

aux différents sous-clusters.

Le test d'association a donc été effectué surlesusmarqueurs microsatellites aprés réduction
du nombre d'alléles et les SNPs, avec et sans gmig®mpte des covariables correspondant
aux coefficients d'affectation aux 3 principauxstérs. De plus, pour le Rondbnia, un test
d'association complémentaire a porté sur les ménagqueurs avec comme covariables les

coefficients d'affectation aux sous-clusters Romaldn

5.1.6. Phénotypage des accessions

L'étude sur les proportions de génotypes résistparsni les différentes origines HI'

brasiliensisconservés en collectiogx situen Guyane mentionnée plus haut (Le Guen et al
2002), repose sur un nombre limité d'observati®epuis 2002, les observations se sont
poursuivies sur cette collection ce qui permet ataune approche plus quantitative de la

résistance de chaque clone, au lieu de se limitersaclassifications qualitatives "résistant”,
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"sensible", "hautement sensible". Une récapitutappar origine du nombre de clones ayant
fait I'objet d'observations complémentaires en @i naturelles d'infestation figure dans le
tableau 5.2. Il s'agit de toutes les accessionggnaires de I'Acre (75 clones), du Rondoénia
(108 clones) et du Mato Grosso (111 clones) pénén collectiorex situa Combi, et pour

lesquels les analyses microsatellites n'ont pasafmaraitre de doutes sur leur identité. Les
observations ont porté sur le type de réaction (8Rp densité de stromas (DS) selon les

mémes modalités que celles décrites au chapitre 3.

Tableau 5.2. Synthése des moyennes par clone sur les 12 observations effectuées
en conditions naturelles d'infestation de 1998 & 2007

Etat Population Effectif obs. TR DS S %S TS  %TS
Acre AC/B 17 0.93 0.07 4 235 0 0.0
AC/F 16 0.91 0.08 3 18.8 0 0.0
AC/S 29 1.17 0.12 9 31.0 0 0.0
ACIT 7 1.13 0.18 1 14.3 0 0.0
AC/X 6 2.00 0.69 3 50.0 2 33.3
Total Acre 75 - - 20 26.7 2 2.7
Mato Grosso MT/A 1 4.75 2.58 1 100.0 1 100.0
MT/C 67 2.58 1.43 57 85.1 20 29.9
MT/NT 42 3.56 2.10 42 100.0 29 69.0
MT/VB 1 1.33 0.50 1 100.0 0 0.0
Total Mato Grosso 111 - - 101 91.0 50 45.0
Rondonia RO/A 13 1.20 0.31 7 53.8 0 0.0
RO/C 22 1.38 0.26 14 63.6 2 9.1
RO/CM 22 1.15 0.17 8 36.4 0 0.0
RO/J 6 1.84 0.67 3 50.0 0 0.0
RO/JP 25 0.96 0.10 12 48.0 0 0.0
RO/OP 8 2.47 1.01 5 62.5 3 37.5
RO/PB 12 1.82 1.00 9 75.0 2 16.7
Total Rondbnia 108 - - 58 53.7 7 6.5

TR : Type de réaction; DS : densité de stromas; S : nombre de clones sensibles (TR > 2 ou ST > 0)
TS : Nombre de clones trés sensibles (TR>5 ou ST>2)

5.2. Résultats
5.2.1. Déséquilibre de liaison entre marqueursedg?2 et g8
Dans le tableau 5.3 figurent les nombres d'all@btenus pour chacun des marqueurs

génotypés sur ces deux groupes de liaison pourel'dicle Rondbnia.
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Tableau 5.3. Position des marqueurs, effectifs analysés et nombre d'alléles observés
pour les marqueurs microsatellites en g2 et g8

Numéro Position Effectif analysé Nombre d'alleles
d'accession relative (cM) Acre  Rondbnia Acre  Rondbnia Total

g2

a460 AY486598 22.0 93 98 12 16 19
TAs2464 AY486687 27.0 90 95 28 32 38
A2368 AY486668 31.0 89 88 15 15 19
A2534 AY486751 36.0 90 95 16 16 19
A2734 AY486840 40.0 multiamorcage - - -
T2607 AY486770 45.0 89 94 4 7 7
A2510 AY486742 53.0 89 86 17 24 29
T2140 AY486611 58.0 90 95 13 14 17
A2747 AY486849 62.0 85 95 16 15 17
t152 AY486797 79.0 92 96 11 13 14
t283 AY486798 80.0 89 94 23 34 36
A2381 AY486669 81.0 87 93 14 18 18
g8

A2525 AY486582 0.0 90 96 17 21 22
BAC55 DQ115609 8.0 79 93 7 9 9
BACO08 DQ115594 8.3 88 97 7 9 9
A2442 AY486708 11.0 88 93 20 11 21
az241 AY486561 16.0 90 91 22 19 27
M72 AF221696 21.0 90 94 3 6 6
MAG6 AF383941 22.0 92 97 15 16 19
a251 AY486563 26.0 92 95 19 26 31
TA2203 AY486632 35.0 84 95 10 10 12
t686 AY486803 36.0 92 93 21 19 28
t073 AY486792 37.0 83 84 20 18 24
T2542 AY486754 46.0 91 95 33 28 43
A2306 AY486662 51.0 77 97 11 17 18
T2656 AY486785 57.0 89 93 10 10 13
MX692 AF383938 58.0 90 95 7 8 9
A2396 AY486693 64.0 92 95 20 21 26
T2635 AYA86777 67.0 91 95 20 24 34

Les nombres d'alléles par locus observés sur heleedes arbres analysés sont élevés, de 7 a
43. La fréquence faible de certains alleles ne t@arspas une condition favorable pour
I'étude du déséquilibre de liaison.

5.2.1.1. Déséquilibre de liaison génotypique

Les valeurs du coefficient composite de déséqeilibe liaisonAag sont représentées sur la

figure 5.2 pour I'Acre et le Rondbnia. On n'obseprvatiguement pas de décroissance du
déséquilibre de liaison génotypigue en fonctionlalalistance. Plusieurs points aberrants

élevés au-dela de 30 cM apparaissent, particuliéneanans I'Acre.
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Figure 5.2. Coefficient composite de déséquilibre de liaighg calculé a partir
des groupes de liaison g2 et g8. En rouge, la eodebrégression dont I'équation
est figurée sur chaque graphique. R2: coefficiendétermination de la régression.

Le coefficient composité\ag N'a pas une résolution permettant d'évaluer lsogd&ance du
déséquilibre de liaison en fonction de la distagéaétique entre marqueurs. Nous avons

donc calculé les parametres relatifs au déséogeilde liaison haplotypique a partir des

reconstructions d'haplotypes.
5.2.1.2. Réduction du nombre d'alléles

L'utilisation du logiciel Phase pour la reconstioietd'haplotypes a été rendue difficile par le
nombre trop important d'alléles a certains locus.l@yiciel ne parvient pas a effectuer de
reconstruction haplotypique sur des jeux de donmégdiquant un nombre d'alléles trop

importants, ni méme lorsque les tailles d'allétast $rop différentes pour un méme marqueur
microsatellite. Il a donc été nécessaire, préambid a la reconstruction d'haplotypes, de

procéder a une réduction du nombre d'alleles maslo

Le recours au logiciel Darwin 5.0 pour regrouper édiéles n'a pas donné satisfaction. En
effet les distributions alléliques ne présenterst gg@ mode bien défini et dans la majorité des

cas ne semblent pas pouvoir étre expliqguées patdpwise mutation model".
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Figure 5.3. Exemples de regroupements d'alleles ave ¢ l'option
"Pooling SSR alleles" du logiciel Darwin

Les regroupements proposes par le logiciel avepdesmetres standard d'utilisation ne sont,
dans la plupart des cas, pas satisfaisants. Aditeeemple sont illustrés dans la figure 5.3
guelques regroupements proposés par Darwin. Ometémment que le nombre de classes
au sein desquelles sont regroupés les alleles ydwe en fonction de la forme de la

distribution allélique que du nombre d'allélesialitC'est ainsi que pour le marqueur MA 66,
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16 alléles peuvent étre regroupés en une seulseglakrs que 11 alleles du marqueur t152
seront regroupés en 3 classes. Il est possibleldadmgiciel de modifier les parameétres pris en
compte par l'algorithme pour effectuer le regroupetnou méme de fixer arbitrairement les
limites des classes de regroupement, mais cettiécafopn perd alors tout l'intérét d'une

méthode standardisée pour I'ensemble des loctéstrai

Nous avons donc choisi de procéder a une rédudiionombre d'alleles par locus en ne
prenant en compte que les alleles majoritairesnetegroupant tous les alleles de faible
fréquence en une seule classe allélique. Lesllisivns alléliques étant trés différentes d'un
locus a l'autre, cette étape a été réalisée enntétnt locus par locus le nombre d'alléles a
conserver et la fréquence minimale en dessousqiella les alleles étaient regroupés. Pour
la majorité des locus, cette frequence minimaleeggoupement était de 10%. La fréquence
cumulée des alléles retenus (non regroupés) émnérglement comprise entre 40 et 70 %, et
le nombre d'alleles non regroupés par locus vaeaite 1 et 5. Dans le Rondbnia, 16

marqueurs sur 23 (13 en g8 et1l0 en g2) présentamendistribution des classes alléliques ne
différant pas significativement de [I'équilibre deartly-Weinberg au seuil de 1%, 14

marqueurs sur 22 (13 en g2 et 9 en g8) dans I'Acre.

5.2.1.3. Déséquilibre de liaison haplotypique

Aprés réduction du nombre d'alleles, la valeur txade la probabilité associée au
déséquilibre de liaison entre chaque paire de neargu(situés ou non sur le méme groupe de
liaison) a été calculée. Le pourcentage total deepae marqueurs présentant un déséquilibre
de liaison significatif (P < 0.05) est de 10.0% pdAcre et de 11.5% pour le Rondonia.
Cependant, le rapport entre le nombre de pairema®gueurs en déséquilibre de liaison

significatif en intra-chromosome et en inter-chramme est de 4,9 pour I'Acre et 1,1 pour le
Rondonia.

Grace au logiciel Phase, nous avons ensuite proagxi@econstructions haplotypiques par
groupe de liaison et par population a partir desqoeurs regroupés selon ces classes

alléliques. Le calcul des paraméti#setr? a été effectué sur ces haplotypes reconstruits ave
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le logiciel Powermarker. La répartition du déséfud en fonction de la distance entre paires
de marqueurs est représentée et r2 dans la figure 5.4.

Les courbes de régression font apparaitre une idéarce nettement plus prononcée que
dans le cas du déséquilibre de liaison génotypiBoar les estimations d&, ces courbes de
régression croisent les droites des valeurs sdeilsignificativité, entre 10 et 20 cM pour
I'Acre, et entre 0 et 10 cM pour le Rondbdnia. Evarehe, les courbes de régression sont
toujours inférieures a cette valeur seuil pourdgtimations de?, tant pour I'Acre que pour le
Rondénia. Quelle que soit la mesure utilisée, Iséddilibre de liaison a faible distance
semble plus prononcé dans I'Acre que dans le RéadGeci ressort nettement de I'examen
du tableau 5.4 dans lequel figurent les valeursemogs observées sur les estimatéuet r2

par intervalles de distance: les valeurs moyenmeg décroissent de 0.043 a 0.010 dans
I'Acre (de 0.020 a 0.009 dans le Rondénia) et salleD' de 0.362 a 0.180 dans I'Acre (de
0.262 &4 0.154 dans le Rondénia).

Tableau 5.4.
Moyenne et écart type du déséquilibre de liaison estimé a partir de données haplotypiques
pour différents intervalles de distance

Groupe Acre Groupe Rond6nia

Intervalle de I2 D' 2 D'
distance (cM) Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type Moyenne Ecart type

(1-3) 0.043 0.027 0.362 0.122 0.020 0.007 0.262 0.079
(4-6) 0.018 0.004 0.273 0.040 0.020 0.090 0.218 0.042
(7-9) 0.016 0.012 0.214 0.084 0.018 0.011 0.224 0.076
(10-12) 0.019 0.014 0.232 0.065 0.013 0.003 0.170 0.035
(13-15) 0.011 0.008 0.184 0.065 0.012 0.006 0.183 0.057
(16-19) 0.009 0.005 0.182 0.050 0.009 0.005 0.175 0.065
(20-25) 0.010 0.005 0.177 0.050 0.009 0.005 0.153 0.050
(26-59) 0.008 0.005 0.174 0.050 0.008 0.004 0.154 0.046
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Figure 5.4. CoefficientsD' et r2 calculés a partir des 10 reconstructions d'hapéstyaprés
réduction du nombre d'alléles par locus. Groupesiaileon g2 et g8. La droite en pointillés
rouge correspond a la valeur seuil de significe#jrR?: coefficient de détermination relatif a la

courbe de régression (en rouge).

5.2.2. Déséquilibre de liaison entre marqueurs del§

Le déséquilibre de liaison sur le groupe de liaighd dans la région ou est situé le gene

majeur de résistance au SALB chez MDF180 a donc&tidié au moyen de 6 marqueurs
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microsatellites et de SNPs révélés dans 4 fragmd@®BN génomique non codant. Les
nombres d'alleles par microsatellites et de SNRsfrgment séquencé figurent dans le
tableau 5.5. Les alléles des locus microsatelbtdseté regroupés selon la méthode exposée
ci-dessus. Les mémes procédures de reconstructiaplotypes et de calcul d& et r2 ont
été appliquées séparément sur les données midlitsaitd’'une part et sur les SNPs d'autre
part.

Tableau 5.5. Position des marqueurs en g15, effectifs analysés,

nombre d'alleéles par marqueur microsatellite,
nombre de SNPs par fragment séquencé

Position Effectif analysé Nombre d'alléles
Microsatellites  relative (cM) Acre Rondbnia Acre Rondbnia Total
T2086 30.9 93 98 14 23 24
a295 34.3 91 94 17 16 20
a289 36.7 93 98 15 16 17
TA2163 55.9 92 96 18 23 26
A2483 57.9 93 98 multiamorcage
TAs2706 58.8 93 96 7 10 10
Fragments Position Effectif analysé Nombre de SNPs détectés
séquencés relative (cM) Acre Rondbnia Acre Rondobnia Total
gHbCIR441 38.2 - 87 - 2 2
a212 45.9 - 78 - 2 2
gHbCIR406 53.8 - 80 - 2 2
A2483 57.9 - 86 - 4 4

Les différents locus SNPs ont été désignés paoie au fragment qui a été séquencé, suivi

de la localisation du locus nucléotidique polymapln paires de bases depuis le début du
séquencage. Deux sites SNPs ont été identifiés gmoun des fragments 441, a212 et 406
(respectivement 441-105, 441-360, a212-261, a292-886-128 et 406-242) et 4 SNPs pour

le fragment A2483 (A2483-89, A2483-109, A2483-1622483-331).

Les valeurs des paraméti@set r2 calculés a partir des données microsatellitespairtr des
données SNPs sont représentées dans les figures®t Comme attendu, le déséquilibre de
liaison est trés élevé entre SNPs provenant du nfiémgment amplifié D' compris entre 0,4

et 1,0;r2 compris entre 0,4 et 0,8. Il décroit ensuite rapidnt a partir de 4 cM pour des
valeurs deD' voisines de 0,2 et des valeurs decomprises entre 0,015 et 0,040. Les
estimations faites a partir de données microsegelsont similaires a celles obtenues a partir
de SNPs pour les courtes distances (moins de 5 kiis elles ont tendance a diminuer

moins rapidement sur des distances supérieures.
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Figure 5.5 Déséquilibre de liaison sur le groupe de liaison g15 a proximité du
géne majeur M15md calculé a partir de données microsatellites ou de données
SNPs
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Figure 5.6. Déséquilibre de liaison sur le groupe de liaison g15. Représentation a la
méme échelle pour les calculs du parameétre r2 a partir de données SNPs et
microsatellites (les points pour 0 cM n’apparaissent pas sur le graphique établi a partir
des données SNPs).

5.2.3. Recherche d'association avec la résistenau SALB
5.2.3.1. Phénotypage en conditions naturelld$nfestation

Dans la figure 5.7 sont représentées les courbgsldtion de la densité moyenne de stromas
ainsi que du type moyen de réaction pour les 3dgrgnoupes de populations Acre, Rondbnia
et Mato Grosso en fonction des dates d'observatiargrande variabilité inter-observations

du parametre "TR moyen" apparait nettement sue agtirbe, ainsi que la nécessité de
prendre en compte des valeurs moyennes calculégartr d'un nombre important

d'observations. La comparaison entre les valeurgemmes prises par les groupes Acre,
Rondbnia et Mato Grosso pour ce parameétre semdi &otalement difféerente si elle était

basée sur une seule observation réalisée en ja200& ou en janvier 2005 par exemple. Le
parameétre "DS moyen" est moins variable car lesela&nt des trois groupes de population
est conservé quelle que soit la date d'observatiosidérée. Il reste malgré tout sujet a des
fluctuations importantes d'une date d'observatibaudre, ce qui implique également pour ce

parametre la nécessité de travailler sur des \v@lmoyennes prenant en compte un grand

142



Nb moyen d'individus observés par clone
8 5
7 A M
*~—0
2 61
=
2 —e—AC
2
5 5 —8— MT
g
3 RO
g
a 41
z
3 4
2 —
o N [ < < < n o © ~ ~
o o o o o o o O o o O
L 8 2 22 L 2L L -
S 04 4 d U ~N 990 KK O~
- - o o o o o o o o o
Date observation
Evolution de la densité moyenne de stromas Evolution du type de réaction moyen
3.00 ¢ 4.50 -
—e—AC —e—AC
Y 4.00 —m—MT
2.50 |
RO RO
3.50
g 200 < 3.00
[
<] >
5 =}
© E 250
S s
g 1.50 - S
g $ 2.00 1
o (3]
£ © /\
2 1.00 | & 1501
2 [ | —¢
8 \/v
1.00
0.50 |
0.50 |
0.00 V\‘\‘/‘/‘\’H/\_‘/\’ : 0.00 .
o) o N o < < < Yol ©o © ~ ~ foe) o N [s2] < < < [Te] © © ~ ~
& 2 & € 2 ¢ 2 g £ g g 2 & S ¢ £ 2 ¢ 2 g < 2 g 8
N (=} — b=l N Pl N ~ N ~ N o - b= o - o ~ o ~
— — — o o o o o o o o o — — — o o o o o o o o o
Date d'observation Date d'observation

Figure 5.7. Evolution des paramétres de résistance en fonction des dates d’observation

nombre d'observations. Pour ces deux courbes dépih de fluctuations importantes d'une
date d'observation a l'autre, on ne constate paerdiance générale a une évolution a la
baisse ou a la hausse de la sensibilité au SALBatériel étudié.
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Dans la suite de ce chapitre, les données de hasesguelles porteront les études statistiques
seront donc les valeurs moyennes pour chaque elocteaque parameétre des 12 observations
effectuées de décembre 1998 a juillet 2007.

Une synthese de ces valeurs moyennes par popukdiodonnée dans le tableau 5.2. Une
distinction nette apparait dans ce tableau entr8 roupes de populations correspondant aux
3 états brésiliens de I'Acre, du Rondoénia et duoMaitosso. Dans I'Acre, 4 populations sur 5
présentent des valeurs moyennes trés basses deOR alors qu'elles ne sont que 4 sur 7

dans le Rondonia.

Quant au Mato Grosso, les deux populations ayaneflectifs suffisants pour étre comparées
présentent des valeurs élevées a la fois de TRmetyde DS moyen. On peut distinguer les
clones en deux catégories, les sensibles (S) x peuwr lesquels TR > 2 ou DS > 0 - et les
tres sensibles (TS) — ceux pour lesquels TR> D®u 2. Avec cette classification, un quart
des accessions de |'Acre se révelent sensiblesAalBB 8n Guyane sur les 12 passages
d'observation et seulement 3 % (2 individus sur s&Bjt tres sensibles. Pour les génotypes
originaires du Rondénia, un peu plus de la moitigt sensibles, et environ 7% sont trés
sensibles. Quant-aux génotypes du Mato Grosso,Stitesensibles dont 45% trés sensibles.
La forte proportion de clones sensibles dans lgailptions originaires du Mato Grosso est
confirmée par ces observations supplémentaires. di@ses originaires de |'Acre sont

globalement trés résistants, et ceux du Rondormiapant une position intermédiaire.

5.2.3.2. Association marqueurs — parametres de résance

L'association génétique entre génotypes aux margugluparametres de la résistance au
SALB a tout d'abord été testée chez les individes groupes Acre et Rondbnia avec les
marqueurs microsatellites du groupe de liaison gflavec les SNPs du méme groupe de
liaison sur les individus du Rondonia (les seulswvair été génotypés avec ce type de
marqueurs). Nous avons fait I'nypothese que le geameurM15mdidentifié chez le clone
MDF 180 pouvait étre également présent dans leslatipns de I'Acre et du Ronddnia. Nous
avons gardé pour les microsatellites les mémesupgments d'alléles que ceux ayant servi a

définir le déséquilibre de liaison sur g15.
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Tableau 5.6.

Résultats de I'analyse de variance des moyennes phénotypiques par classes génotypiques sur les marqueurs en g15

Acre, sans covariables clusters

Acre, avec 3 covariables AC-MT-RO

Microsatellites TR DS TR DS

P R2 P R2 P R2 P R2
T2086 0.0002 0.466 0.0000 0.598 0.759 0.078 0.852 0.039
a295 0.543 0.252 0.847 0.188 0.210 0.183 0.186 0.109
a289 0.766 0.085 0.948 0.051 0.714 0.053 0.986 0.012
TA2163 0.586 0.183 0.363 0.222 0.842 0.077 0.797 0.048
A2483 0.855 0.122 0.968 0.084 0.108 0.161 0.518 0.060
TAs2706 0.763 0.073 0.951 0.041 0.106 0.105 0.063 0.067

Rondbnia, sans covariables clusters Rondo6nia, avec 3 covariables AC-MT-RO Rondénia, avec 4 covariables intra-groupe

Microsatellites TR DS TR DS TR DS

P R? P R? P R? P R? P R? P R?
T2086 0.212 0.136 0.336 0.116 0.202 0.139 0.263 0.122 0.262 0.127 0.378 0.113
a295 0.0004 0.317 0.0010 0.297 0.0004 0.319 0.0003 0.307 0.0005 0.309 0.0016 0.290
a289 0.049 0.124 0.031 0.136 0.071 0.114 0.087 0.103 0.080 0.110 0.036 0.134
TA2163 0.672 0.078 0.620 0.083 0.665 0.079 0.572 0.085 0.544 0.091 0.558 0.092
A2483 0.673 0.042 0.539 0.054 0.778 0.033 0.729 0.034 0.710 0.040 0.525 0.057
TAs2706 0.702 0.035 0.837 0.024 0.680 0.037 0.813 0.025 0.688 0.036 0.759 0.031

Ronddnia, sans covariables clusters Rondbnia, avec 3 covariables AC-MT-RO Ronddnia, avec 4 covariables intra-groupe

SNPs TR DS TR DS TR DS

P R? 3 R? P R? P R? P R? P R?
441-105 0.413 0.008 0.361 0.010 0.502 0.005 0.524 0.005 0.552 0.004 0.461 0.007
441-360 0.827 0.005 0.771 0.007 0.931 0.002 0.883 0.003 0.762 0.007 0.768 0.007
A2483-89 0.479 0.019 0.276 0.032 0.467 0.019 0.245 0.032 0.468 0.019 0.114 0.052
A2483-109 0.403 0.023 0.269 0.033 0.409 0.022 0.259 0.031 0.493 0.017 0.252 0.034
A2483-162 0.679 0.010 0.163 0.045 0.785 0.006 0.270 0.030 0.689 0.009 0.171 0.043
A2483-331 0.153 0.048 0.162 0.046 0.162 0.044 0.162 0.041 0.223 0.037 0.179 0.043
406-128 0.237 0.042 0.413 0.026 0.238 0.040 0.460 0.021 0.276 0.036 0.584 0.015
406-242 0.305 0.032 0.593 0.014 0.242 0.037 0.461 0.019 0.209 0.041 0.412 0.023
a212-261 ? 0.000 ? 0.000 ? 0.000 ? 0.000 ? 0.000 ? 0.000
a212-389 ? 0.000 ? 0.000 ? 0.000 ? 0.000 ? 0.000 ? 0.000

TR = Type de réaction
P = probabilité associée a l'analyse de variance

DS = Densité de stromas

R2 = Portion de la variation totale expliquée uniquement par I'effet marqueur



De I'utilisation du logiciel Structure associéaaétermination de la statistique d'Evanno et al
sur les arbres du groupe Rondoénia, il ressort gueimbre le plus probable de sous-groupes
dans le Rondbnia est quatre. Les coefficientsattdfion des arbres a chacun de ces quatre
sous-groupes ont donc été utilisés comme covasatdes le modele prenant en compte la

structure interne du groupe Rondonia.

Les résultats des analyses de variances aux diféelecus pour les deux parametres TR et
DS sont présentés dans le tableau 5.6. Une camedé Bonferroni pour tests multiples a été
appliguée sur I'ensemble des tests concernantdegueurs microsatellites: la valeur seuil de
probabilité de 0.05 pour considérer un test comigeificatif a été divisée par 28 (nombre
total de marqueurs microsatellites testés en g2etg§l5), ce qui donne une valeur seull
corrigée de 0.0018. Lorsque le modele utilisé pamalyse de variance ne fait pas intervenir
de covariables liées a la structure de I'échantillone association tres significative est
détectée pour les deux caractéres TR et DS avealdgueur T2086 dans I'Acre et une autre
association est également détectée avec le marg@déardans le Rondonia (pour TR et DS).
En revanche, aucune association n'est mise enneadavec les marqueurs SNPs en g15.
Lorsque le modéle tient compte de la structurereis ttlusters (Acre Rondbnia et Mato
Grosso), aucune association n'est plus détectéeldame, alors que celle avec le marqueur
a295 se maintient avec le méme niveau élevé déisajion dans le Rondoénia. Il en va de
méme lorsque les covariables font intervenir lettgon des individus aux 4 sous-groupes du
Rondbnia. La proportion de la variation expligyss l'association au marqueur a295 est
voisine de 30% quel que soit le modéle d'analyseadiance considéré. La prise en compte
de covariables liées a la structure de I'échantiie modifie pas I'absence d'association avec

les marqueurs SNPs.

Afin de tester I'éventuelle existence de faussesciations ("spurious association"), nous
avons effectué la méme série d'analyses de varamd&nsemble des marqueurs des groupes
de liaison g2 et g8. Les résultats sont présentés de tableau 5.7. Une association
significative est systématiquement détectée pogrdape Rondbnia avec le marqueur A2381
situé sur le groupe de liaison g2. Plus de 45%adeatiation observée est expliquée par
I'association a ce marqueur. Dans le groupe Aare,association significative est détectée
avec le marqueur a251 dans le modeéle sans cowsiibes a la structure de I'échantillon,
mais cette association n'est plus significativedarest prise en compte la structure en trois

groupes.
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Tableau 5.7.

Résultats de I'analyse de variance des moyennes phénotypiques par classes génotypiques sur les marqueurs en g2 et en g8

Acre, sans covariables

Acre, avec 3 covariables AC-MT-RO

Microsatellites TR DS TR DS
P R2 P R2 P R2 P R2

a460 0.276 0.283 0.251 0.289 0.489 0.137 0.259 0.094
TAs2464 0.973 0.090 0.987 0.077 0.441 0.118 0.367 0.073
A2534 0.910 0.053 0.964 0.039 0.316 0.079 0.343 0.044
T2607 0.015 0.179 0.003 0.222 0.178 0.053 0.024 0.053
T2140 0.740 0.080 0.718 0.083 0.523 0.062 0.726 0.027
A2747 0.952 0.097 0.895 0.117 0.879 0.068 0.863 0.041
t152 0.866 0.059 0.859 0.060 0.728 0.045 0.485 0.036
1283 0.735 0.107 0.850 0.087 0.565 0.076 0.671 0.039
A2381 0.960 0.052 0.866 0.076 0.661 0.060 0.630 0.036
BAC55 0.099 0.130 0.111 0.126 0.234 0.056 0.417 0.024
BACO08 0.586 0.176 0.249 0.240 0.781 0.077 0.374 0.066
A2442 0.049 0.166 0.091 0.143 0.070 0.083 0.181 0.036
a241 0.773 0.139 0.954 0.091 0.506 0.102 0.511 0.061
MAG6 0.650 0.103 0.712 0.094 0.380 0.080 0.415 0.045
a251 0.002 0.255 0.0002 0.310 0.036 0.093 0.021 0.060
TA2203 0.447 0.144 0.173 0.200 0.846 0.045 0.902 0.022
t686 0.990 0.073 0.984 0.080 0.837 0.077 0.249 0.080
t73 0.974 0.038 0.851 0.069 0.583 0.059 0.432 0.043
T2542 0.981 0.024 0.924 0.039 0.730 0.037 0.196 0.047
A2306 0.220 0.044 0.403 0.026 0.729 0.005 0.967 0.000
T2656 0.288 0.198 0.873 0.096 0.095 0.144 0.140 0.078
MX692 0.956 0.050 0.841 0.076 0.638 0.059 0.219 0.056

Rondo6nia, sans covariables Rondo6nia, avec 3 covariables AC-MT-RO Ronddnia, avec 4 covariables intra-groupe
Microsatellites TR DS TR DS TR DS

P R? P R2 P R? P R? P R2 P R?

a460 0.677 0.070 0.863 0.049 0.672 0.071 0.946 0.033 0.670 0.072 0.843 0.053
TAs2464 0.431 0.125 0.661 0.096 0.549 0.110 0.929 0.053 0.354 0.137 0.598 0.106
A2534 0.962 0.079 0.979 0.070 0.959 0.081 0.990 0.057 0.896 0.101 0.947 0.087
T2607 0.664 0.010 0.540 0.015 0.572 0.014 0.358 0.024 0.574 0.014 0.400 0.023
T2140 0.024 0.148 0.140 0.098 0.036 0.138 0.281 0.071 0.048 0.131 0.169 0.094
A2747 0.273 0.172 0.040 0.247 0.302 0.167 0.079 0.211 0.282 0.172 0.043 0.250
t152 0.643 0.141 0.384 0.179 0.731 0.129 0.422 0.164 0.773 0.123 0.484 0.168
1283 0.137 0.252 0.116 0.260 0.139 0.253 0.112 0.248 0.054 0.293 0.046 0.302
A2381 0.0000 0.470 0.0000 0.456 0.0000 0.458 0.0000 0.440 0.0000 0.476 0.0000 0.468
BAC55 0.405 0.061 0.789 0.030 0.479 0.055 0.878 0.021 0.507 0.053 0.826 0.027
BACO08 0.048 0.198 0.183 0.150 0.026 0.217 0.097 0.163 0.017 0.231 0.094 0.179
A2442 0.269 0.079 0.245 0.083 0.370 0.067 0.534 0.049 0.180 0.094 0.178 0.096
a241 0.626 0.045 0.682 0.040 0.693 0.039 0.835 0.026 0.694 0.039 0.717 0.038
MAG6 0.775 0.070 0.446 0.109 0.840 0.062 0.594 0.085 0.642 0.086 0.411 0.116
a251 0.692 0.009 0.788 0.006 0.720 0.008 0.901 0.002 0.752 0.007 0.818 0.005
TA2203 0.339 0.175 0.550 0.144 0.363 0.172 0.498 0.144 0.434 0.163 0.573 0.145
t686 0.388 0.185 0.535 0.162 0.439 0.178 0.647 0.139 0.342 0.195 0.312 0.203
t73 0.915 0.046 0.848 0.057 0.944 0.040 0.866 0.056 0.949 0.040 0.906 0.049
T2542 0.855 0.025 0.764 0.032 0.726 0.036 0.323 0.068 0.896 0.021 0.705 0.038
A2306 0.761 0.033 0.531 0.051 0.836 0.026 0.750 0.032 0.818 0.028 0.571 0.049
T2656 0.646 0.089 0.723 0.080 0.653 0.088 0.758 0.071 0.847 0.062 0.757 0.077
MX692 0.057 0.128 0.084 0.117 0.044 0.136 0.041 0.130 0.059 0.128 0.102 0.113

TR = Type de réaction
P = probabilité associée a I'analyse de variance

DS = Densité de stromas

R2 = Portion de la variation totale expliquée uniquement par I'effet marqueur



5.3. Discussion

A notre connaissance, aucune étude portant suréseqdilibre de liaison ou sur une
association entre marqueurs et caractere d'intthét I'hévéa n’avait été publiée jusqu’a
présent. Les résultats que nous présentons icidemrat originaux, méme si le déséquilibre de
liaison n'est étudié que dans une zone réduiteéthome et que I'association génétique avec
le caractere de résistance au SALB n’est testéesgueun nombre limité de marqueurs
géneétiques. La présentation de ces résultats namseaé a souligner les difficultés liées a
trois points cruciaux d’importances différentes pibétude du déséquilibre de liaison ou pour
I'étude d’association. Ces trois points sont (ip&ure et la taille de I'échantillon étudié, (ii)
le multiallelisme des marqueurs et (iii) 'hétérgnyie de I'espéce. Nous centrerons donc la
discussion sur ces trois points, avant d’abordaigine du déséquilibre de liaison dans les
populations que nous avons étudiées, et enfin tager les suites qui pourraient étre

données a I'étude d’association génétique avetsiatance au SALB.
5.3.1. Echantillon d'étude

La structuration génétique d'un échantillon est caese importante de déséquilibre entre
locus non physiquement liés (Nei & Li 1973), pas@sation non aléatoire d'alleles a ces
locus. C’est pourquoi il était indispensable destidmer I'échantillon sur lequel nous allions
faire porter I'étude de déséquilibre de liaison,femction de la structuration de la diversité
des populations telle que nous I'avons décritelapitre 4. Les trois clusters de population
définis par le logiciel Structure ont été pris coenmgférence car ils représentent la partition
de I'‘échantillon étudié qui maximise les différenantre clusters. Par ailleurs, ces trois
clusters correspondent a des entités géographimersiéfinies en termes de proximité entre
les populations et d'appartenance a un méme bhagdnographique. Afin de conférer une
cohérence globale des résultats, nous avons séuhaitiori que le désequilibre de liaison et
I'association génétique avec la résistance soierdiés sur les mémes échantillons. Notre
choix a donc porté sur les groupes Acre et Rond@&maaison de la présence dans ces deux
groupes de nombreux génotypes d'hévéa présentantbomne résistance au SALB en
conditions naturelles d'infestation en Guyane. Nmws vu au chapitre 4 qu'a l'intérieur du
groupe Acre, peu d'individus avaient un génotypsultant d'un meélange entre les trois
groupes. Cette proportion est plus importante p&miindividus du Rondbnia. Nous avons
montré par ailleurs que ce groupe Ronddnia préisema structuration interne en quatre

sous-groupes, ce qui corrobore I'existence geskgnificatifs entre paires de populations
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intra-groupe. Nos études de déséquilibre de liaisbul'association avec la résistance au
SALB portent donc sur un échantillon assez homogésans structure interne forte (Acre) et
un autre échantillon structuré en 4 sous-groupeset plus d'individus ayant des génotypes
mélangés (Rondbnia). Les caractéristiques du grégpe sont donc plus propices que celles
du Rondénia a la détection d'un déséquilibre dediasignificatif lié a la proximité physique
entre locus. On s'attend en effet a ce que la pcésge sous-groupes et "d'admixture” créent
dans le Rondbnia un déséquilibre de structure puuparturber le seuil de détection de
déséquilibre de liaison significatif. Pour ce gretponddnia, nous aurions pu choisir d'étudier
le déséquilibre de liaison par sous-groupes, maiss raurions alors été confrontés a des
problemes de taille d'échantillons. La plupart dagles de déséquilibre de liaison chez les
plantes portent sur des échantillons d'au moinsiddi®idus (Gupta et al 2005), et il nous a
semblé que le choix de faire porter notre étudeusueffectif de cet ordre de grandeur pour
I'Acre et pour le Rondénia devait primer sur cefid constituer des échantillons plus
homogenes mais de tailles plus réduites.

La problématique est différente dans le cas d'étliagsociation avec un caractere d'intérét
puisque le logiciel utilisé (Tassel) permet d'idoe en tant que covariables dans le modéle
d'analyse de variance le coefficient d'affectatienchaque individu aux différents groupes.
La possibilité de pouvoir mesurer simultanémergsbeiation entre marqueurs et caracteres
d'intérét sur plusieurs groupes et donc sur un menptus élevé d'individus favorise en
théorie la robustesse et la puissance du test.efasit notre choix de ne chercher du
polymorphisme nucléotidique a proximité du géneeuage résistanckl15mdque dans le
Rondbnia, a été guidé par le fait que ce groupeaibfplus de chance d'observer des

différences phénotypiques nettes entre classesygggoes que dans I'Acre.

5.3.2. Multiallélisme des microsatellites

Le multiallélisme des microsatellites est un avgeteertain pour la description de la diversité
des populations car il permet une représentatimnde la structuration avec un nombre limité
de marqueurs. Un nombre important d'alleles edeggmt intéressant pour la cartographie
génétique car il accroit la probabilité de troudes marqueurs polymorphes chez les deux
parents d'une descendance. De méme, dans les étagssciation, il peut étre intéressant de
disposer de plusieurs classes génotypiques lolsijue'intéresse a la diversité allélique d'un
géene d'intérét, sous réserve que ces classesuaieritéquence raisonnable, supérieure a 5%.

Cependant, ce multiallélisme doit rester limité sléan cas du déséquilibre de liaison car un
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trop grand nombre d'alléles par locus impose thh@erment de disposer de grands effectifs
afin de pouvoir effectuer toutes les comparaisdaketes deux a deux entre locus. Ainsi, le
grand nombre d'alléles contribue a majorer aréfiement le déséquilibre de liaison mesuré
parD’, ainsi que cela a été suggéré par Zhao et al {20@5cidence du nombre d'alléles sur

la valeur deD' est toutefois un point controversé (Hedrick 198%yontin 1988).

Les nombres d'alleles que nous observons dansafigibbn étudié (voir tableau 5.3.) sont
particulierement élevés, comparables en cela a obagrvés chez d'autres arbres tropicaux
américains comm&ymphonia globulifergAldrich et al 1998), le mahogany (Novick et al
2003), ouCaryocar brasiliensgCollevatti et al 2001), mais pour lesquels aucéhale de
déséquilibre de liaison n'a encore été publiée. tdariére de gérer ce probleme a consisté a
regrouper les alleles des locus pris en compte poutéséquilibre de liaison et I'étude

d'association.

L'utilisation a cette fin du logiciel Darwin 5.0anpas donné de résultats satisfaisants, ainsi
gue nous l'avons mentionné dans la partie Résultasslocus microsatellites chez I'hévéa ne
présentent en effet généralement pas des fréquaaltEmues pouvant étre expliqués
uniguement par le modéle de "stepwise mutation'tteCebservation a déja été faite chez
d'autres organismes et peut étre expliquée pahan®plasie de taille (Estoup et al 2002)
analogue a celle décrite chez le mais (Lia et 8F20par des variations de plusieurs motifs
dinucléotidiques en une seule mutation (Huang 208R) ou par des phénoménes limitant la
taille maximale d'un microsatellite (Ellegren 2000& solution que nous avons adoptée a été
retenue a la suite d'une revue bibliographique diérentes méthodes proposées chez
d'autres especes. Ces méthodes tendent toutesiieeridnombre d'alléles étudiés : chez la
vigne, élimination des alleles de fréquence inféee a 5% (Barnaud et al 2006);
regroupement des alléles de fréquence infériebfé ahez 'hnomme (Mohlke et al 2001) et le
peuplier (Yin et al 2004) ou de fréquence inférgear7% chez le blé dur (Maccaferri et al
2005); chezPinus radiata constitution de 4 classes alléliques avec ledl&3ea les plus
fréquents et une autre classe regroupant touste (Kumar et al 2003); enfin chez le mais, le
nombre d'alléles est réduit a 2 par tirage aléatdun allele contre tous les autres, l'analyse
portant ensuite sur 50 répétitions avec moyenne@mdtats (Stich et al 2006). Nous nous
sommes donc inspirés de ces méthodes pour régumanhbre d'alléles étudiés en ne prenant
en compte que les alléles les plus fréquents etegroupant tous les alléles de faible
fréquence dans la méme classe. Il n'a cependai@tamssible de respecter les mémes seuils
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et les mémes nombres de classes alléligues posgeltible de nos marqueurs. Il est en effet
difficile de traiter de la méme maniere un marqueyant par exemple 32 alleles de
fréquences comprises entre 0.5 et 12 % et un marqueur de 7 alléles avec des fréquences
entre 0.5 et 57%. La regle générale que nous agiuE pour la majorité des locus a été de
regrouper dans la méme classe allélique tous leleslde fréquence inférieure a 10%. Pour
certains locus, ce seuil a été abaissé afin deecagrsune fraction suffisante d'alléles non

regroupes.

Le regroupement des alleles de faible fréquences deme méme classe allélique génére
toutefois une difficulté importante pour I'étudasociation. En effet, ainsi que nous l'avons
vu, les différences de fréquences alléliques emtbepes Acre et Rondbnia pour un méme
marqueur imposent des regroupements d'allélesreliff® Des lors, il devient impossible
d'effectuer un test d'association sur I'ensembseirdividus de I'Acre et du Rondonia car les
classes d'alléles regroupés ne sont pas constsuééss mémes bases dans les deux groupes.
Les tests d'association ne peuvent donc étre effedue séparément sur chaque groupe et
perdent ainsi en puissance. Cette limitation ctrestiun argument fort en faveur du

développement de marqueurs SNPs pour amélioreridaance des tests d'association.

5.3.3. Hétérozygotie des individus échantillonsé

Le probleme généré par I'hétérozygotie dans larghien du déséquilibre de liaison peut étre
traité de différentes manieres. Pour plusieurseespde coniferes, la difficulté est contournée
en extrayant directement de I'ADN haploide a patés mégagametophytes. C'est le cas
notamment pouPinus taeda(Brown et al 2004), le pin de Douglas (KrutovskyNeale
2005) et I'épicéa (Heuertz et al 2006). Dans undesportant sur I'estimation du déséquilibre
de liaison a partir de SNPs situés dans 66 fragsnBtADN chez la pomme de terre, les
haplotypes non détectables directement étaientémfESimko et al 2006). Chez le peuplier,
Yin et al (2004) ont regroupé les alléles de frémee<5% et estimé les haplotypes et leurs
fréquences par l'algorithme d"expectation-maxinigdt mis en ceuvre dans le logiciel
Arlequin. Chez la vigne (Barnaud et al 2006), lsé&tgiilibre de liaison a été estimé a la fois
par le coefficient composit&@ag a partir de données génotypiques non phaséegakeingent
par le coefficient de corrélation multialléliqueapres reconstruction des haplotypes avec le
logiciel Phase. Ce logiciel Phase a égalementtéi@éypour I'étude du déséquilibre de liaison
au sein de troupeaux de bovins (Tenesa et al Z0@8enon et al 2007). Nous avons opté
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pour la comparaison entre le coefficient compoasitge et les estimateur®' et r2 dont les
calculs ont été rendus possibles par I'utilisatiohogiciel Phase.

5.3.4. Origine et intensité du déseéquilibre dédison dans les populations étudiées

Le principal objectif poursuivi au cours de nosvéiax sur le déséquilibre de liaison était
avant tout de savoir s'il était possible de metineévidence un tel déséquilibre au sein de
populations naturelles d'hévéa. En effet, les dmrdi ne semblaient paspriori réunies pour
cela : espéce a mode de reproduction majoritaireallrgame, a taux d'hétérozygotie élevé,
avec des populations d'effectif efficace inconnusmeaisemblablement assez élevés, et pour
laquelle les ressources en marqueurs moléculaia@sné limitées essentiellement a des
microsatellites a motifs dinucléotidiques trés podyphes. Toutefois, des données sur
I'histoire des peuplements végétaux dans le ba@ssizonien pouvaient nous laisser espérer
qu'un déséquilibre de liaison ait pu subsister aslgte d'un goulot d'étranglement
démographique. En effet, plusieurs travaux fortetda réeduction de la superficie de la forét
humide du bassin Amazonien au cours du pléistodardif, et le maintien dflots de
végétation refuge (Prance 1973; van der Hammen )1974a suite de modifications
climatiques survenues lors de la derniére périaelgldciation. Cette période de glaciation
aurait pris fin il y a 13 000 ans environ et palesi régions identifiees comme ayant abrité des
zones refuges, figure lI'actuel Rondénia (Whitmor@@&nce 1987). Cela signifie que le sud
de 'Amazonie actuelle aurait été recolonisé amdetces zones refuges par la forét tropicale
humide depuis cette période. On peut donc imagjoerle repeuplement se soit effectué tout
d'abord dans le Rondbnia depuis ces zones refiigee soit étendu progressivement aux
régions voisines de I'Acre et du Mato Grosso. Lagé&vité deH. brasiliensisdans les
populations naturelles n'a pas été mesurée directermais si on se référe aux travaux de
Laurance et al (2004), ayant porté sur un grandbmerd'espéces arbustives amazoniennes et
notammenHevea guianensj®n peut estimer que cette longévité doit étreprsa entre 200

et 300 ans, soit un nombre de générations comptie B0 et 100 depuis la fin de la derniére
glaciation. Cet ordre de grandeur est tout a famgatible avec le maintien d'un déséquilibre
de liaison détectable créé initialement par lavdégénétique due au goulot d'étranglement
des zones refuges. A titre de comparaison, le dédd@g de liaison plus élevé a grande
distance observeé chez les populations humainesapiEwde I'ouest que chez les populations
du Nigeria a été expliqué par une forte réductiémagraphique qui se serait produit il y a
800 a 1600 générations, et a été relié au dernédimum d'age glaciaire entre 15 000 et
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30 000 ans avant notre ére (Reich et al 2001).potheése de zones refuges situées sur le
territoire du Rondb6nia actuel pourrait donc expdigua la fois la plus grande distance
génétique entre populations du Rondbénia qu'entygulptions de I'Acre (voir tableau 4,
chapitre 4), et le maintien d'un déséquilibre destin plus intense dans I'Acre en raison d'un
repeuplement plus tardif et d'une base génétique nglstreinte. Les ratios trés différents de
paires de marqueurs en déséquilibre de liaisorifisigtif intra et inter groupes de liaison
pour I'Acre et le Rondonia (respectivement 4,9,&) 4ont une autre indication de I'existence
dans I'Acre d'un déséquilibre plus intense lié apenplement plus récent et ayant une
diversité génétique d'origine plus restreinte.rscompare ces ratios locus liés / locus non liés
en déséquilibre avec ceux observés chez le maipeilvent varier en fonction des sous-
groupes dentés ou cornés de 1,0 a 2,2 (Stich 20@6), et méme prendre des valeurs
inférieures a 1 (Reif et al 2005), ce qui est umeication d'un déséquilibre observée di

uniguement a la structuration de I'échantillon &ud

Les résultats que nous présentons ici attesteihtegti'effectivement possible de mettre en
evidence un déséquilibre de liaison au sein delptipos naturelles d’'hévéas. Ce déséquilibre
de liaison s'étend sur de faibles distances ceeguait potentiellement un outil efficace de
localisation précise de genes d'intérét, sousvésir pouvoir obtenir la densité de marquage
nécessaire pour un colt raisonnable. Pour affieiée estimation du déséquilibre de liaison, il
conviendrait de disposer d'un nombre plus élevéandequeurs, et d'un moindre taux de
polymorphisme de ces marqueurs. La continuation a#s travaux passera donc
nécessairement par la mise au point de marqueufs SNi seuls sont susceptibles de
satisfaire ces exigences. Comme il n'est pas egaadde a I'heure actuelle chez I'hévéa de
couvrir la totalité des 2 000 cM du génome avecrdagjueurs de ce type, il faut définir des
régions cibles pouvant potentiellement contenirgiages codant pour des caracteres d'intérét.
C'est ce que nous nous sommes efforcés de faile g5 dans la région entourant le gene
majeur de résistance identifié chez MDF1BI1,5md sans toutefois parvenir a atteindre une
densité satisfaisante de marqueurs microsatell@&st pourquoi nous avons complété avec

des SNPs provenant de séquences flanquantes de migtiosatellites déja cartographiés.

5.3.5. Association avec des genes de résistaagSALB

Les résultats que nous avons présentés sont amtagusun cété ils font état de I'existence
d'une association significative dans une régiongdnome ou nous nous attendions a en

trouver (en g15), et d'un autre c6té ils révelaal@ment une autre association significative
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avec le marqueur A2381, dans une région du groepéiton g2 ou nous ne soupgonnions
pasa priori I'existence d'éventuels genes impliqués danssiataéce au SALB. Ce locus est
en effet a plus de 35 cM du locus majeur de rasistale FX2784 et doit donc étre considére
comme un locus différent. Il s'agit peut-étre dumuveau QTL de résistance, mais tant qu'il
n‘aura pas été confirmé, se posera la questioa gai$sance des tests statistiques utilisés en
ce qui concerne cette association détectée ert g2y extension la question de la fiabilité de

I'association détectée en g15.

La problématique abordée a l'origine de notre étmhsistait a examiner s'il était possible de
détecter de nouveaux locus ou de nouveaux allééegédistance au SALB dans les
populations naturelles d'hévéas. Les populatioteues pour cette étude ne présentant que
3% a 7% d'arbres trés sensibles dans les condigoyanaises (tableau 5.2.), et partant de
I'nypothese que la résistance observée dans cefatiops est conférée par un nombre limité
de génes parmi lesquelsl5mdjouerait un role prépondérant, cela revient dosbercher a
mettre en évidence une association génétique avadiaéle rare de sensibilité a une maladie.
Les associations géenétiques de ce type ayant almonelat été étudiées chez I'homme, nous
nous sommes réeférés a la littérature sur ce dujed. revue déja ancienne (Hirschhorn et al
2002), alertait sur la non reproductibilité desoagstions maladies-marqueurs mises en
évidence dans un grand nombre d'études: sur 1@®iassns putatives entre un variant
génétique et la sensibilité a une maladie qui thetudiées trois fois ou plus, seules 6 ont été
confirmées. Pour pallier cette difficulté, il escommandé de prendre en compte les résultats
de plusieurs études indépendantes sous forme dute-analyse d'association génétique
(Munafo & Flint 2004). Bien que dans le cas qui siguéoccupe, il s'agisse d'identifier une
région du génome pouvant contenir un géene nonifdenésponsable d'une sensibilité a un
parasite, et non pas de déterminer précisémentggnel est responsable de quelle déficience,
et que les moyens mis en ceuvre a cette fin sofrst somparaison, le principe d'une méta-

analyse de plusieurs études indépendantes esrérret

Une telle méta-analyse peut tout d'abord consistester les associations détectées en g15 et
en g2 sur les mémes échantillons d'individus, raaéc des caracteres de résistance mesurés
en conditions contrélées d'inoculation. Une étudee type a été initiee en Guyane mais n'a
pas encore donné de résultats pour deux raisomstedkes. D'une part parce que cette
expérimentation a été mise en place avec un isi@dll. ulei originaire de I'état de Bahia
(Brésil) avant que l'on sache que le géne majeugsistance aux isolats de cette origine se
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trouve en @13, dans une région du génome ou nousliggwsons pas de marqueurs
microsatellites suffisamment proche du géne, etti@égpart parce que le nombre d'individus
ainsi phénotypés en conditions controlées est ent@p restreint pour permettre une
comparaison fiable des moyennes par classes gémodgy Les données de phénotypage
ainsi enregistrées ne sont toutefois pas perdupsugtont étre exploitées lorsqu'elles auront
été complétées sur un nombre plus important diddséy Il serait également particuliérement
intéressant de réaliser un test de cette natuoemditions contrélées avec un isolat guyanais
deM. ulei.

Un autre moyen de confirmer les associations oBssrehez les arbres du Ronddnia serait
d'effectuer les tests d'association entre marqueturésistance au SALB sur I'ensemble des
individus des deux groupes Acre et Rondonia. Dassels genotypiques représentées par des
effectifs plus importants permettront d'améliorer puissance des tests. Ceci ne sera
cependant réalisable que lorsqu'on pourra utililes marqueurs sans avoir recours a une
réduction artificielle du nombre d'alleles. Une gesrités pour la continuation de ces travaux
sur la génétique d'association avec la résistam@?aéB sera donc d'identifier des marqueurs
SNPs dans les régions présentant actuellementpeedtgssociation, c'est-a-dire a proximité
du marqueur a295 sur gl15 et du marqueur A2381 8urLg méme démarche devra
evidemment étre entreprise a proximité du gene umaie résistanckl13-1bnen g13 dans la
perspective de futures expérimentations d'assonia@vec la résistance aux isolats brésiliens
deM. ulei

Enfin, il sera intéressant de voir si les assammtique nous avons détectées sont également
présentes dans le Mato Grosso ou la proportionididus résistant est beaucoup plus faible
que dans I'Acre et le Rondbnia. Si ce sont les rségeaes de résistance qui sont présents
dans le Mato Grosso mais a faible fréquence, uab/sa globale sur les trois groupes Acre,
Rondobnia et Mato Grosso permettrait d'accroitreoend¢a puissance du test d'association,

toujours sous réserve d'utiliser des marqueurs SNPs

Si les associations détectées sont confirméesgphsstypes d'application sont envisageables
dans le cadre de I'amélioration génétique pougdastance au SALB, mais pas avec la méme

facilité de mise en ocsuvre.

— L'exploration de la diversité allélique aux locuajeurs de résistance semble prématurée

dans I'état actuel de nos connaissances, car@mse que des génes candidats aient été
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préalablement identifiés comme responsables daatioais observées de la résistance
(Upadhyaya et al 2006).

— Une autre application qui semble beaucoup plussaddé dans un proche avenir serait de
tirer partie du peu d'étendue du déséquilibre aledn dans les deux populations étudiées
pour affiner la localisation du (des) gene(s) dastance. A cet égard, la possibilité de
disposer de différentes populations d'étude caiaéts par: (i) un désequilibre de liaison
artificiellement créé et relativement étendu (patiohs de cartographie en ségrégation);
(ii) un déséquilibre de liaison réduit (groupe Acet (iii) un déséquilibre de liaison tres
faible (groupe Rondodnia) constitue un atout. Ca&lamet en effet d'optimiser par étapes
l'utilisation des marqueurs en ne densifiant aubaétape que la région cible du génome
qui encadre le gene d'intérét (Varshney et al 20@bis la localisation d'un géne d'intérét
est précise, plus son utilisation dans le cadraedsélection assistée par marqueurs est
efficace.

— La troisieme application envisageable serait d@itgil les ressources génétiqgues hévéa
situées dans des pays épargnés par le SALB, astisélent au sein des collectioss situ
qui s'y trouvent (et notamment celles issues dmliection IRRDB 1981) les génotypes
susceptibles de contenir des génes de résistanSAlaB. L'impossibilité de phénotyper
pour ce caractére dans ces pays ne constituaraitm@iis un obstacle pour une valorisation

des ressources génétiques dans l'optique de sdanése a cette maladie.
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Chapitre 6 — Conclusion, perspectives

En mettant en évidence par cartographie de QTLguus locus impliqués dans la résistance
du clone RO 38, les études menées par Lespinasde(2200b) ont constitué une avancée
majeure dans la compréhension de la génétique disistance au SALB chez I'hnévéa. Ces
travaux ont ensuite été poursuivis, ce qui a pewignontrer qu'un des QTL a fort effet
identifiés chez le clone RO 38 se comportait commegene majeur de résistance dans
certaines conditions (Le Guen et al 2003). Lesamavdécrits dans le présent document ont
pour ambition de développer cette approche en idéfint des outils moléculaires qui
puissent étre directement utilisés par le sélengan dans un processus de création variétale
visant la résistance au SALB, et en cherchant tarfala plus efficace de valoriser les
ressources génétiques disponibdgssitu ainsi que celles encore présentes dans leur milieu

d'origine.

6.1. Rappel de I'ensemble des résultats acquis anues de la these

Nous avons tout d'abord montré que les facteungsistance précédemment identifies chez
RO 38, et en particulier le géne majeur de résistdil3-1bn, n'étaient pas efficaces contre
des souches fortement virulentes et agressivesathogene provenant de I'état de Bahia au
Brésil. Cette étude a également réveélé la com@adat!'interactiotdevea / Microcyclus dans

le cas de RO 38, puisque selon l'inoculum auquestilconfronté, ce cultivar peut présenter
une résistance partielle de haut niveau de naturaogénique ou polygénique, que la
résistance compléete observée est toujours polygénigt gqu'aucune de ces formes de
résistance n'est durable puisqu'elles ont toutesa@ttournées dans I'état de Bahia. De plus,
des données récentes (non encore publiées) temdaamontrer que la résistance partielle de
haut niveau que présentait RO 38 en Guyane set sffandrée au cours des dernieres
années. Le cultivar RO 38 ne peut donc pas coestéuui seul la base d'un processus de
création variétale et il est impératif, si I'on vé&ire en mesure de proposer dans le futur de
nouveaux cultivars alliant forte productivité enoatchouc et bon niveau de résistance au

SALB, d'identifier de nouvelles sources de résistan
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Plusieurs caractéristiques du cultivar MDF 180 nantsamenés a considérer ce clone comme
un bon candidat pour orienter les recherches verasalivelles sources de résistance. Tout
d'abord ce clone posséde lui-méme une résistarrtiellegade haut niveau qui se maintient
depuis une trentaine d'années dans une régionté goession de SALB et ou l'inoculum
naturel deM. ulei est trés diversifié (Mattos et al 2003). La paitticité de cette résistance est
de limiter la sporulation conidienne du champigmtrd'empécher la formation de la phase
sexuée (téleomorphe) dans les tissus de I'hotdyfieede résistance, jamais décrit jusqu'a
présent, lui confere un caractére original et Istidgue nettement des autres formes de
résistance étudiées jusqu'a présent. Par aillsD$; 180 est un cultivar directement issu de
prospections dans le milieu d'origine de l'esgéderasiliensis sans avoir subi de croisements
visant a recombiner certains de ses caractéres @uec d'autres génotypes en cours de
sélection. La région dont il est originaire, daesdepartement péruvien du Madre de Dios,
n'est pas trés éloignée géographiqguement de bitsilien de I'Acre, lequel est bien
représenté dans de nombreuses collectmrstu, notamment en Guyane. La caractérisation
des facteurs de résistance de MDF 180 par cartograje QTL a permis de définir deux
régions du génome comprenant chacune un gene nugergsistance. Un de ces genes est
situé sur le groupe de liaison g13, dans la rédi&a définie chez RO 38 comme contenant le
géneM13-1bn, et est efficace dans la résistance aux isolasillens du pathogéne. L'autre
gene majeur est situé sur le groupe de liaison g@lgst efficace vis-a-vis des isolats
guyanais, que ce soit en conditions naturellesamirglées d'infestation et pour la majorité
des parametres mesurés, y compris la formationadghbse sexuée du champignon. Ce
dernier gene, que nous avons nonitiébmd, se localise sur la carte génétique de MDF 180 a
1 cM du marqueur T2086.

Afin de voir quelle pourrait étre la meilleure facde tirer partie des ressources génétiques
hévéa disponibles en collectio@ssitu ou encore présentes en forét amazonienne, noas avo
mené une étude de structuration de la diversitétgpre de ces ressources. Des clones
d'hévéa provenant de trois prospections difféereatiectuées sur une période de 40 ans et
couvrant quatre grandes régions de la partie sedtalu bassin amazonien ont été analysés
au moyen de marqueurs microsatellites. Cette die@ewsst structurée en trois groupes
principaux, Acre — Rondbnia — Mato Grosso, les detemiers étant plus proches entre eux
gu'ils ne le sont du troisieme. Le groupe Acreassistitué de toutes les populations de cet
état ainsi que de celle du Madre de Dios (au Péton) est originaire MDF 180. Le groupe
Rondbénia comprend les populations du Rondénia,i ajug celle de Vila Bela, située
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administrativement dans I'état du Mato Grosso, nmais loin du Rondénia et sur le rio
Guaporé, un des principaux cours d'eau de cet l&atjroupe Mato Grosso est formé des
populations prospectées dans cet état. Les grolipreset Mato Grosso semblent présenter
une meilleure homogénéité intra-groupe que le ggo®ondonia. Notre étude n’a pas
confirmé une structuration en deux sous-groupegdpslations de I'’Acre (Acre Ouest — rio
Jurua et Acre Est — rio Purus) pourtant révélédgsamarqueurs isozymes et RFLP (Besse et
al 1994 ; Seguin et al. 2003) .Les distances gguési entre populations sont fortement
corrélées aux distances géographiques, ce qui muggee organisation primaire de la
diversité génétique selon un modeéle d'isolementgadistance. Toutefois, l'appartenance de
populations a un méme bassin hydrographique pedadfiner ce modéle et d'expliquer

certaines proximités génétiques entre populatitmigréees géographiquement.

Le génotypage d'individus appartenant aux deuxpgsue populations Acre et Rondénia au
moyen de marqueurs microsatellites situés dans degirns du génome fait apparaitre un

déséquilibre de liaison qui décroit rapidement daedistance qui sépare les marqueurs. La
frequence de désequilibre de liaison significatifre paires de marqueurs intra-chromosome
est plus importante dans I'Acre que dans le Rord@» plus, le déséquilibre de liaison est
plus intense a courte distance pour le groupe faeepour le groupe Rondbnia, ce qui est
conforme a I'hypothése établissant le Rondbnia cermome originelle de diversité et de re-

colonisation du sud du bassin Amazonien aprestai@te période glaciaire. Le déséquilibre

de liaison entre SNPs sur le groupe de liaisonagtJort a tres faible distance et décroit tres
rapidement pour se stabiliser a des valeurs éaqnted a celles observées avec des

microsatellites.

Une étude d'association dans la région cible de geajeure de résistané&l5md suggere
I'existence d'une association significative dangrteipe Rondonia. Cette association n'est pas
observée dans le groupe Acre, probablement enrdisda frequence réduite des phénotypes
sensibles et de la faiblesse de [l'effectif étudansd ce groupe. Ce résultat demande
confirmation dans un échantillon indépendant. Un&geaassociation a été détectée avec le
marqueur A2381 en g2 dans une région du génomeétaitrpas suspectée la présence d'un
gene de reésistance. Ce résultat suggere l'existdlure locus de résistance jusqu'alors
inconnu, mais qu'il faudra valider par un test glokur I'ensemble des trois groupes Acre,

Rondbnia, Mato Grosso ou sur un échantillon inddpath
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6.2. Perspectives

Ainsi que nous l'avons vu au chapitre premier ddamiment, la création variétale de I'hévéa
est une activité qui ne peut aboutir a des progéeetiques significatifs que si elle bénéficie
de moyens importants pour la caractérisation dewtgpes: superficies expérimentales,
moyens humains et durée d'expérimentation. Towdestdchniques mises en ceuvre pour
optimiser l'utilisation des ressources disponildestribuent donc a augmenter I'efficacité de
I'amélioration variétale de I'hévéa. Les résultaiquis a l'issue des présents travaux sont de
nature a permettre un accroissement de cette @fficdans le cas de I'amélioration génétique
pour I'obtention de nouveaux cultivars a la foisdurctifs et résistants au SALB, sur le court

terme et sur le long terme.

6.2.1. A court terme

L'identification de deux nouveaux génes majeursadstance au SALB chez un cultivar dont
le haut niveau de résistance partielle est avépaigdrente ans, constitue un pas deécisif vers
l'utilisation de ce cultivar dans des schémas dianaéion génétique. Plusieurs étapes doivent
cependant encore étre franchies avant de pouvbgeutde fagon rationnelle les informations
dont nous disposons sur la résistance de MDF 180.

Tout d'abord, il est nécessaire de densifier léecgénétique de MDF 180 afin d'avoir une
localisation plus précise des genes de résistalergifiés, et vérifier également que des QTL
a effet mineur ne seraient pas présents dans ebaptrrtions du génome. Le génotypage des
descendants du croisement PB 260 x MDF 180 a déeteé avec tous les marqueurs
microsatellites dont nous disposions en tenant tenge leur positionnement respectif
lorsqu'il était connu. Parmi les 233 marqueurs palsphes chez MDF 180, 72 doivent encore
étre génotypés sur la descendance PB 260 x MDKtaB[@au 3.3.), mais ils contribueront a
densifier des régions déja riches en marqueuraiti®@® marqueurs doivent étre recherchés
soit dans le but d'obtenir une couverture géndaale dense du génome, soit pour densifier de
maniere plus ciblée les régions entourant les dgunes majeurs. Cette densification a déja
commencé par génotypage AFLP. En dépit de leur nubmleségrégation généralement
dominant, les marqueurs AFLP présentent en effehiitage de pouvoir rapidement étre

produits en grand nombre, d'étre généralementiluliss aléatoirement dans le génome
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(Cervera et al 2001) et de contribuer fréquemmaenti@r chez I'hévéa des groupes de liaison
séparés (Lespinasse et al 2000a; Prapan et al.2086stence de banques publiques d'ESTs
d'hévéa pourra étre mise a profit pour détectectiment de nouveaux microsatellites ou des
SNPs localisés dans des géenes codants, ou indirectepar séquencage d'extrémités de
clones BAC homologues de ces ESTs pour la détedéooes mémes types de marqueurs a
proximité des genes. De plus, l'existence de banqlexpression génique différentielle
obtenues lors d'interaction. ulei / Hevea avec des cultivars résistants et sensibles adaroit
probabilité de cibler ces nouveaux marqueurs dassgeénes candidats. La constitution de
telles banques est en cours dans le cadre d'uat gxbiR/Génoplante associant le CIRAD,
Michelin et I'université brésilienne de Santa Cruz.

Un autre point essentiel dans la compréhensionahir@e génétique de la résistance au
SALB chez MDF 180 est de compléter les informatisos les efficacités respectives des
géenes majeurs en gl3 et en gl15 vis a vis desssglptanais et brésiliens dé& ulei. Il est
notamment primordial de savoir quels sont les geh€¥TL efficaces en conditions naturelles
d'infestation dans I'état de Bahia au Brésil. tlgsbable que, de méme gMd5md présente
les caractéristiques d'un géne majeur de résistaaaevis des isolats de Guyane, et ce pour
la majorité des parametres étudiés (type de régdtiensité de stromas, niveau d'attaque), le
locus identifié en g13 se comporte également commgene majeur de résistance aux isolats
de Bahia non seulement en conditions controléesremous I'avons montré, mais aussi en
infestation naturelle (y compris pour la densitésttemas). Ceci reste néanmoins a vérifier
par le biais d'une expérimentation au champ daat lde Bahia sur une descendance en
ségrégation impliquant le parent MDF 180. Il n'dstilleurs pas exclu qu'a cette occasion

d'autres QTL efficaces soient révélés.

Il serait souhaitable que la caractérisation detetas génétiques de résistance de MDF 180
par cartographie de QTL ne soit pas limitée autssisolats en provenance de Guyane et de
I'état de Bahia. Il serait en particulier tres regsant de confronter cette descendance a des
isolats provenant de l'aire géographique d'originelone MDF 180 : le sud-ouest du bassin
Amazonien. Ceci pourrait étre réalisé en conditiomstrolées d'inoculation au laboratoire du

Cirad en Guyane, ou méme par un essai planté ampctians cette région.

Ainsi, une vision plus précise du role joué pardd&rents facteurs de résistance identifiés
jusqu'a présent, ainsi qu'une localisation pluse file ces facteurs sur la carte génétique de

MDF 180 contribueraient a rendre envisageable uilisalion de marqueurs moléculaires
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dans le but d'accroitre les performances des schémaélection basés sur l'utilisation de ce
clone. Une sélection a un stade trés précoce premaoompte le génotypage de marqueurs
proches des genes de résistance permettrait dimeda fréequence des individus résistants
dans les processus ultérieurs d'évaluation / $éteat donc d'optimiser l'utilisation des
surfaces et des moyens dédiés a la création Jariéiatte stratégie pourrait méme étre
couplée avec l'utilisation de marqueurs liés a@&k ayant un fort impact sur le rendement
en caoutchouc, tels que ceux qui ont été identiBésmment en Thailande (Rattanawong et
al 2008).

6.2.2. Allong terme

Les applications a long terme des résultats présedans ce document concernent plus
directement la valorisation des ressources géregigie I'espéeckl. brasiliensis. Ainsi que
nous l'avons vu au chapitre 4, ['hévéa a faitjdbldepuis les années 1940 de plusieurs
prospections dans son aire d'origine afin d'éldagibase génétique mise a disposition des
programmes d'amélioration génétique de I'hévéa tmmaonde. En effet, la trés grande
majorité des cultivars plantés actuellement ontr goigine les quelques arbres introduits en
Asie en 1876 par les Britanniques a la suite degddation de graines d'hévéa depuis la
région de Santarém au Brésil par Wickham (Dean 198&s cultivars ont donc une base
génétique restreinte a la diversité représentéd'gdrantillonnage de quelques arbres dans
une seule population du cours inférieur du rio J@pé&oir chapitre 4 figure 1). Les résultats
présentés ici confortent d'ailleurs l'analyse fgitécédemment (Le Guen et al 2002) sur
I'absence totale de résistance au SALB chez l¢iward issus des arbres Wickham, expliquée
par la proximité génétique entre ces arbres epégmilations du groupe Mato Grosso chez
lesquelles se rencontrent trés peu d'arbres rewstdes sélectionneurs dhévéas se
préoccupent donc depuis plusieurs décennies diéttie base génétique en y incorporant
des arbres prospectés dans des régions diversiiékare d'origine de I'espéce. Les diverses
collections ex situ générées par ces prospections ont fait I'objet déscriptions
morphologiques et d'évaluations agronomiques ajjus d'évaluation de leur valeur en
croisement. Cependant, aucun programme d'amébaraénétique n'a encore produit de
cultivars issus du croisement d'une de ces nowvalteessions. Ceci peut s'expliquer, en ce
qui concerne l'objectif majeur de sélection questélioration du rendement en caoutchouc,

par la tres faible aptitude moyenne a la combimas® ce matériel pour ce qui concerne un
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caractére complexe de ce type (Clément-Demangé £998). Bien que I'hévéa soit une

plante de domestication tres récente — 130 anerdeesoulés depuis le début de sa culture -
et qu'un faible nombre de cycles de recombinaiso@st eu lieu — sans doute moins d'une
dizaine pour les cultivars actuels — la forte s@@cmassale a I'origine des clones cultivés a
permis d'accroitre la fréquence des alleles favesabt de parvenir & un niveau moyen de
rendement en caoutchouc chez les populations a@e&tinettement supérieur (dix fois en

moyenne) a celui que I'on peut trouver chez desesarissus de populations naturelles. Ceci
est d'autant plus vraisemblable que la faculté pouarbre de produire de grandes quantités
de caoutchouc ne constitue vraisemblablement pasanactéere adaptatif au sein des

populations naturelles et n‘a donc pas fait 'obj@he sélection positive (sauf peut-étre par les

"seringueiros” dans certaines régions a partirateges 1850).

Pour ce qui concerne l'intérét de ces collectiensitu pour la résistance aux principales
maladies de I'hévéa, peu de travaux ont été mémaégopulation Madre de Dios (Pérou), a
éte assez rapidement caractérisée par la fréquieserbres résistants au SALB qu'elle
contenait (Bos & McIndoe 1965), mais sans que aglaté étudié d'un point de vue formel.
Les génotypes jugés les plus résistants étaiemctdiment utilisés dans des plans de
croisements ayant pour but de cumuler au seinm@&me cultivar les caractéres intéressants
de résistance et de production portés par les fgar@uant a la prospection internationale
organisée par I''RRDB en 1981, son intérét commecsopotentielle de génes de résistance
au SALB n'a été étudié qu'apres l'introduction ertydbe en 1996 d'une partie des accessions

qui la constituent.

Cette prospection IRRDB 1981, dont les accessiagrisét® initialement réparties entre le
Brésil, la Malaisie et la Céte d'lvoire, a été d#fte depuis dans plusieurs pays africains (Coéte
d'lvoire, Nigeria) et asiatiques (Malaisie, Sri kan Vietnam, Inde). La valorisation de ces
collections comme sources de résistance au SALB das programmes de création variétale
peut se révéler capitale. Cette utilisation ne seutefois pas facile a mettre en ceuvre en
raison d'une part du volume de ces collectionss{plus milliers d'accessions), de la difficulté
d'accés au matériel végétal pour certaines d'atigs, et de l'impossibilité d'effectuer des
tests de résistance au SALB dans les pays ousgtgsplantées. Une sélection des accessions
les plus intéressantes a introduire dans un paydesttests de résistance au SALB peuvent
étre pratiqués sera donc nécessaire. Cette sélepioirra étre basée d'une part sur

I'évaluation agronomique des accessions si cella-cété réalisée, et surtout sur leur
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génotypage, qui permettra de confirmer ou non tfarmité des accessions par rapport aux
populations auxquelles elles sont censées appartdoptimiser la représentation de la
diversité génétique, et de détecter d'éventuefissa@ations avec des caracteres agronomiques
d'intérét. La mise en évidence d'éventuelles agBons génétiques avec les genes majeurs de
résistance en g13 ou en g15 (ou d'autres non eidmEméfiés) de MDF 180 serait donc un
outil de tri tres efficace pour tirer partie dedlections existantes issues de la prospection
IRRDB de 1981.

Bien que des efforts importants aient été consentisiveau international pour la collecte et
I'évaluation des populations d'hévéa de I'Acre,Rtindénia et du Mato Grosso, d'autres
régions potentiellement intéressantes pour comphé&te connaissances sur la structuration de
la diversité de I'espece n'ont toujours pas étépaciees a ce jour: le nord de la Bolivie, la
région d'lquitos au Pérou ainsi que tout le sudsbde I'état d'’Amazonas au Brésil. En plus
d'informations sur la génétigue des populationsegerégions, de nouvelles prospections nous
permettraient de connaitre les fréquences d'arl#sistants et sensibles au SALB qui

composent ces populations.

De la méme facon que pour la descendance du creigeRB 260 x MDF 180, il sera
nécessaire d'évaluer la résistance des populat®miiécre et du Rondbnia a des isolatdle
ulei originaires de l'état de Bahia au Brésil, afin mettre en évidence d'éventuelles
associations avec le gene majeur de résistance 1&n iy faudra donc envisager
I'expérimentation, en conditions naturelles d'itdgéen, de clones de I'Acre et/ou du
Rondobnia afin notamment d'observer la densité aensts. Le comportement en conditions
controlées vis-a-vis d'isolats d®& ule originaires de Bahia peut étre caractérisé

indifféeremment au Brésil ou en Guyane.

La progression des connaissances dans le domaiagégstance de I'névéa au SALB risque
de se trouver limitée assez rapidement par l'ifsarite d'informations relativesMN. ulei.
Nous ne savons pas en particulier quelle fracterdaddiversité existante des virulences est
représentée parmi les isolats utilisés pour fasetésts, qui sont majoritairement des isolats
de Guyane et de Bahia. Plus généralement, nousoneaissons pratiguement rien de

l'organisation de la diversité génétique du pathege

— Centre d'origine de la diversité

— Structuration en populations
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— Relation entre diversité génétique et diversitéudresences
— Relation entre compartiment sauvage et compartimgtivé
— Particularités biologiqgues du pathogene qui peuvarituencer I'évolution de sa

variabilité, comme I'homothallisme ou I'hétérotlsatie,

Les réponses a ces différentes questions aideraienénter les dispositifs expérimentaux en
choisissant avec plus de discernement les is@atsurs, en aidant a la compréhension de la
diversité observée actuellement (notamment datad té Bahia, situé hors de l'aire naturelle
d'origine du genrélevea et ou pourtant la diversité des virulences e itmgortante) et en
anticipant I'évolution future des contournementsétastance. Un premier pas vers |'étude de
la diversité génétique d®l. ule a été franchi avec la mise au point de marqueurs
microsatellites polymorphes (Le Guen et al 2004)e @tude de génétique des populations de
M. ule a démarré début 2008 (Barrés, communication peella) et devrait rapidement

produire les premiers résultats.

De méme, l'approfondissement des connaissancekepigtémiologie du SALB est capital
afin de nous permettre de comprendre les modessdéndination et les risques qui y sont
associés dans les peuplements naturels ou lesftenst Il serait en particulier intéressant de
connaitre l'influence d®l. ulel sur le développement des hévéas en milieu amaronida
densité des arbres est beaucoup plus faible eidalg@tion beaucoup moins homogene qu'en
plantation, afin de savoir si la résistance au SAlBstitue un avantage évolutif au sein des
populations naturelles. En effet, un déséquilibeelidison intense peut avoir tendance a se
maintenir au voisinage d'un gene de résistancescamf un avantage seélectif, comme cela a
été montré récemment pour la résistance a la eojaline du blé (Rhoné et al 2007). Des
études épidémiologiques sont menées depuis plssaurees au Cirad en Guyane (Guyot et

al 2008), et devraient nous apporter rapidementrdesmations sur ce point.

Enfin, dans la perspective d'une amélioration gguétqui ne viserait pas uniquement la
résistance au SALB, la description du déseéquilidee liaison pouvant exister dans la
population améliorée issue des clones "Wickham'tqadtuconstituer une voie intermédiaire
entre les populations de cartographie a déséquili® liaison étendu et les populations
naturelles a désequilibre de liaison trés étrat premieres étapes de sélection de I'hévéa qui
se sont initialement déroulées en Asie a partmalibase génétique tres restreinte ont en effet
correspondu a un goulot démographique tres impoatame période trés récente en termes de
générations d'hévéas, ce qui a nécessairementgémééséquilibre de liaison initial dont les
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effets doivent encore étre perceptibles actuellénize récentes observations laissent penser
que le processus de domestication de I'hévéa pesstachevé et que des sauts qualitatifs
importants sont encore possibles pour des caracEmplexes comme le rendement en
caoutchouc. L'étude du déseéquilibre de liaison elte cpopulation Wickham devrait donc

aider a localiser les genes qui permettront degellvancées.
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Diversity of genetic resistance to South American ¢éaf Blight of rubber tree
(Microcyclus ulei) assessed by QTL mapping and association genetwsthin natural

populations.

Abstract

South American Leaf Blight (SALB) caused by thegusMicrocyclus ulei is a serious threat
to worldwide rubber tree cultivation and also resgble for the poor development of this
culture in South and Central America. The breedihgesistant cultivars is considered as the
best way to anticipate an accidental introductibrSALB in disease free countries and to
develop rubber tree cultivation in diseased ar€hs. main resistance source described until
now proved to be ineffective against the most aggjve fungus isolates. Another resistance
source identified in a Peruvian cultivar holds foore than thirty years in high infestation
conditions. Genetic mapping carried out on the enygof a cross between this cultivar and a
susceptible one revealed two major resistance gemeslocated on linkage group g15 and
effective againsi. ulei isolates from French Guiana, and the other onknkage group g13
effective against isolates from Bahia state (Bjaziiversity analysis in South-West
Amazonian natural populations shows populationsuctired in three main clusters
corresponding to the Brazilian states of Acre, Riomia and Mato Grosso. The Madre de Dios
population in Peru is part of the Acre genetic ®usDifferentiation among populations is
mainly explained by isolation by distance and seeoity by the existence of hydrographical
basins. The linkage disequilibrium between linkeditral genetic markers is wider in Acre
cluster than in Rondonia cluster, but remains lowaoth cases. A genetic association with the
SALB resistant trait is detected with a microsdelimarker located close to the major
resistance gene in linkage group g15. Another #a$ma is also detected in a genomic area
where no resistant locus was expected until noypohtance of these results for breeding of

new SALB resistant cultivars is discussed.

Key words: Hevea brasiliensis, Microcyclus ulel, SALB, genetic mapping, QTL,

microsatellites, populations structure, linkagesdiglibrium, association genetics



Résumé

Menace potentielle pour I'hévéaculture mondialenkdadie sud-américaine des feuilles de
I'hévéa provoquée par le champignbticrocyclus ulei est aussi responsable du faible
développement de cette culture en Amérique latiaesélection de variétés résistantes est
privilégiée pour anticiper une apparition accidédatele la maladie dans les pays encore
épargnés et pour développer la culture de I'néwds des zones infestées. La principale
source de résistance décrite jusqu'a présent pésstonctionnelle face a des isolats tres
agressifs du champignon. Une autre source deaasestidentifiée chez un cultivar originaire
du Pérou se maintient depuis plus de trente ansoeditions de forte infestation. La
cartographie génétique réalisée sur la descenddacee cultivar en croisement réveéle
I'existence de deux génes majeurs de résistancesitué sur le groupe de liaison g15 et
efficace contre les isolats de Guyane et 'autrdesgroupe de liaison g13 efficace vis-a-vis
des isolats de I'état de Bahia. L'analyse de lerdité des populations naturelles du sud-ouest
Amazonien fait apparaitre une structure en troisuges principaux recouvrant les états
brésiliens de I'Acre, du Rondbnia et du Mato Grossopopulation Madre de Dios au Pérou
est rattachée au groupe de I'Acre. La différemtmatentre les populations est expliquée
principalement par l'isolement par la distance estoadairement par I'existence de bassins
hydrographiques. Le déséquilibre de liaison entegqoreurs liés est plus étendu dans le
groupe Acre que dans le groupe Rondbénia, mais reside dans les deux cas. Une
association avec le caractere de résistanckl. aulei est détectée avec un marqueur
microsatellite situé a proximité du gene majeurékdstance du groupe de liaison g15. Une
autre association est détectée dans une portiggémome ou aucun locus de résistance n'était
identifié jusqu'a présent. L'importance de cesltéts pour la sélection de nouveaux cultivars

résistants M. ulei est discutée.

Mots clés: Hevea brasiliensis, Microcyclus ulei, SALB, cartographie geénétique, QTL,

microsatellites, structure des populations, désiégeide liaison, génétique d'association





