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INTRODUCTION

Le cacaoyer est une plante ligneuse des pays tropicaux, originaire

d' Aménque du’Sud dont la culture est faite en Afrlque, en Asie et en Amérique.

Le-fruit du cacaoyer, la cabosse, contient des graines appelées feves qui
‘lorsqu elles sont fermentées et séchées servent 2 la fabrication du chocolat.

Le cacaoyer est une culture dexportahon source importante de devises

pour certains pays dAfnque, dont le produit marchand fait l'objet d'un

~ important commerce international.

LI

' Pour faire face 2 la demande en cacao des consommateurs et en matériel
vﬁégétaloamélioré pour' les paysans, des programmes de sélection visant a
'amélioration de la productivité, de la résistance aux aléas biotiques et abiotiques
et des qualités organoleptiques sont en cours dans différents instituts de
recherche. L'espece Theobroma cacao est trés polymorphe etla création’
d'hybrides ou de descendances mtergroupes est la principale voie d'amélioration
‘génétique du cacaoyer utilisée dans le monde. Cependant, cette approche se
heurte d'une part a la longueur des cycles de sélection et d'autre part 2 une
mauvaise connaissance des clones: une confusion dans la classification et une
insuffisance d'informations sur le matériel végétal & améliorer. Aussi, depuis des
décennies, un nombre réduit de clones, souvent les mémes partout dans le
monde; sont utilisés dans les schémas d'amélioration. En outre, la menace de
disparition de la forét tropicale et la nécessité de mise en collection d'un grand
nombre de génotypes exigent une gestion plus efficace des ressources génétiques
du cacaoyer par une evaluatxon rapide de la diversité génétique des clones et leur
classification. : _

Bien que tous les auteurs s'accordent dorénavant sur I'existence d'une
seule esp2ce de cacaoyers, il n'y a pas de consensus quant aux subdivisions au
‘sein de cette‘espéce. Cuatrecasas (1964) reconnait I'existence de deux sous espéces
“alors que Soria (1970) parle de trois complexes génétiques qui correspondraient &
des variétés. Des problémes d'identification et de classification des géniotypes dans
les différents groupes se posent souvent (Cas des cacaoyers Nacional d'Equateur ,
des cacaoyers guyanais) et montrent que jusqu'ad présent aucun outil
d’1dent1f1cat10n et de classification n'a donne une entiere satisfaction. Les
caractdres morphologlques efficaces pour. les regroupements sommaires ne |
| .permettent pas une identification variétale précise comme l'a reconnu Engels
- (1986). De méme, Ies marqueurs isozymes, a cause du faible nombre de locus
échantillonnés ne permettent pas une discrimination fine des divers groupes
_ génétiques et une identification variétale complete. Plusieurs types de marqueurs
RFLP ont été utilisés pour étudier la diversité génétique du cacaoyer et ont fourni

' 1



des informations importantes sur l'organisation de la diversité. Mais la
-techmque des RFLP est lourde & mettre en oeuvre. Les différentes approches bien.
souvent se complétent et montrént qu'aucune d'elles, prise isolément n'est
--entlérement satisfaisante. Dans un tel contexte de complémentarité
d'information, il apparait utile de développer plusieurs outils afin de mieux
appréhender 'organisation de l'espece. Au sein de cet ensemble d'outils, les
techniques RFLP seraient a privilégier mais les coGts des investissements sont
élevés et 1acqmsxtlon de données est longue et difficile. Au c6té des marqueurs
RFLP, les marqueurs RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) utilisés
chez certaines plantes (Williams et al. 1990) ont permis de préciser les
classifications. Correspondant a différents types de séquences dans le génome, les
RAPD révelent souvent plus de polymorphisme que les RFLP et sont attrayants
du fait de la simplicité et de la rapidité des analyses.

- Dans ce travail, nous avons évalué dans quelle mesur'e' les RAPD
'pouvaient étre utiles pour la gestion des ressources génétiques du cacaoyer et son
‘amélioration: pour cela, nous avons réalisé une étude de diversité génétique a
' l'aide des RAPD pu.is'en avons comparé les résultats avec ceux obtenus par

d'autres types de marqueurs.l Nous avons complété les études descriptives de la
diversité révélée par les RFLP par une estimation de divers paramatres de la
structure génétique des populations de cacaoyer. Dans une deuxidme partie, nous
avons abordé les problemes de cartographie génétique du cacaoyer d'une iJart en
testant les potentialités des marqueurs RAPD pour la' construction d'une carte -
génétique et d'autre part en localisant des locus impliqués dans l'expression de
caracteres quantltaufs importants du cacaoyer a l'aide d'une carte genétique
intégrant plusieurs types de marqueurs ‘construite parall2lement au laboratoire

(Lanaud et al, 1993). Cet aspect du travail ouvre la voie a une sélection précoce de |
' genotypes basée sur les corrélations des marqueurs moléculaires avec les
caracteres quantitatifs intéressants. De plus, il permet d'envisager une sélection
assistée par’'marqueurs'par le contrdle précoce des recombinaisons au cours des
cycles de sélection et une réduction de la longueur des cycles de sélection.



.| AFRIQUE Cote d’'Ivoire | Ghana
1277600T 697000 312100
53,76% 29,33% 13,13%
AMERIQUE | Brésil Equateur
576400 308600 67400 -
24,26% . . 12,98% 2,83%
ASIE Malaisie© | Indonésie
522200 225000 T 240000T * |
21,98% 94% '110,10%

|total mondial 2 376200T

Tableau I: Repartition de la production mondiale en 1993

Pays Cote d'Ivoire |Ghana |Cameroun |Nigeria
% des exportations | 43% 5% |15% 2,2%
Familles.de planteurs | 700 000 500000 {260000  |150 000

Tableau 2: Importance economique du cacao dans les pays africains




CHAPITRE l,' DONNEES GENERALES SUR LE
| CACAOYER

I- IMPORTANCE ECONOMIQUE

, "L’utilisgtion du cacaoyer comme plante alimentaire a commencé en
Amérique centrale et australe au temps des Mayas qui le considéraient comme
une plante des Dieux, dont ils faisaient la culture bien avant l’arrivée des
Européens (Braudeau, 1969; Dand, 1993). Déja a cette époque, le cacaoyer avait une
trés grande importance puisque les féves étaient utilisées comme monnaie
d’échanges dans des transactions commerciales.

. Les européens introduisirent le cacaoyer a partir du 16 éme siecle dans les
_ différentes iles de leurs possessions qui dés le 17 éme sieécle commencerent a
exporter le cacao vers les métropoles. Beaucoup plus tard au 19 2me sidcle, le
cacaoyer fut introduit en Afrique insulaire (Sao Tome et Principe) puis en
Afrique contmentale, au Ghana, au Nigeria, au Cameroun et en Cote d’Ivoire; et
l'exportanon de feves vers les pays consommateurs commenga des le debut du 20

 eme 51écle

L’introduction du cacaoyer en Asie date du 16 2me siecle (Indonésie) mais
. sa culture n'a pris de l'importance que dans la seconde moitié du 20 eme siecle.

A parnr de ces introductions, trois grandes régions dev1ennent productrices
de cacao: I’ Afrique, I’Amérique et I’ Asie.

- La production mondiale de cacao a connu une croissance impressionnante.
En 1900, elle n’était que d’environ 125 000 tonnes-de cacao marchand provenant
presque totalement d’Amérique: la production africaine était de 20 000 tonnes soit
16% de la production mondiale (Dand, 1993). En 1993, la production mondiale -
pasée a 2376200 tonnes soit une croissance moyenne annuelle de 24 206 tonnes
-dont la répartition est de 53,76% pour I’ Afrique, 24,26 % pour I’Amérique et 21,98,
% pour I’ Asie (Tableau 1). '

Le ‘cacao est une source importante de devises pour les pays Africains
‘producteurs. En 1987, le F.M.1. évaluait cette importance par rapport au reste des
exportations ' de certains pays et au nombre de familles impliquées (Jouve et al,
1990) comme indiqué dans le tableau 2.

Le cacao est consommé essentiellement dans les pays tempérés, exceptlon
fa1te du Brésil. Deux tiers de la production sont destinés a la fabrication du
chocolat et 1/3 est transformé en poudre utilisée dans les industries alimentaires.
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Les pays consommateurs sont les Etats Unis, 1’Allemagne, les pays Bas, le
Royaume Uni, etc. ’

Pendant longtemps, la consommation équivalait a peu prés a la production
‘mais de temps a autre, la demande a dépassé 1'offre, conduisant a des flambées de
prix comme ce fut le cas entre 1975 et 1980.- Cette situation a provoqué la création
de nouvelles plantations 2 travers les zones de production. A partir de 1985, une
offre trés supérieure a la demande a provoqué une chute des cours du cacao. La
croissance de la production dans des pays comme la Céte d’Ivoire et ’entrée dans
la production des pays d’Asie, comme I'Indonésie et la Malaisie sont responsables
de cette situation. Mais le marché du cacao est cyclique comme le décrit Ruf (1993)
et la crise actuelle se résorbera probablement. Les courbes de la figure 1 montrent
I’évolution des prix de la tonne de cacao marchand ainsi que celle de I'offre et de
la demande au cours des années. . ,

En Afrique, la culture du cacao est faite par de petits planteurs dont la taille
des exploitations est rarement supérieure a 10 ha. En Cote d’Ivoire, 67 % des
'e'xploitations ont moins de 5 ha et la main d/oeuvre y est de type familial. La mise
“en oeuvre de nouvelles techniques est plus difficile avec ce type d’exploitant dont
le niveau technique est trés faible. En Asie ou en Amérique, les grandes
explmtatlons sont fréquentes; 80 % des exploitations en Malaisie et 55% au Brésil
ont une ta1lle supérieure a 450 ha

II- MORPHOLOGIE ET BIOLOGIE

1- TAXONOMIE

Le cacaoyer est une plante perenne qu1 se rencontre A V'état naturel dans les
étages inférieurs des foréts tropicales humides d’Amérique. Il appartient a la |
famille des Sterculiacées et au genre Theobroma dont Cuatrecasas (1964) a décrit
22 especes. Le cacaoyer cultivé commercialement'pour le chocolat appartient a
I'espece T. cacao qui a été subdivisée en trois grands groupes: les Forastero, les
Criollo et les. Trinitario. D’autres especes du genre Theobroma sont exploitées
localement pour la fabrication de boissons rafraichissantes et de chocolat: c’est le
cas de T. bicolor, T. grandiflorum, T. speciosum (Braudeau, 1969) . ]

2- MORPHOLOGIE. "

A l'état sauvage, le cacaoyer est un arbre de plusieurs metres de hauteur
comportant plusieurs étages et qui émet parfois des racines aériennes. En
plantation, le semenceau émet un axe orthotrope qui crofit de mani2re continue
jusqu’a 18-24 mois , puis émet une couronne de 3 a 5 branches plagiotropes dont
la croissance est quant a elle indéfinie. Plus tard, sous la couronne et a la base de
la tige principale partent d’autres axes orthotropes encore appelés gourmands qui
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sont éliminés au fur et A mesure de leur apparition. Le cacaoyer adulte en culture
n‘atteint que 5 & 7'm de hauteur.

3- BIOLOGIE . . ]
Le cacaoyer est diploide avec 2n=20 chromosomes (Carletto, 1946; Glicenstein et
Fritz, 1989). Les chromosomes sont de petite taille (Martinson, 1975) et la taille du
génome haploide est d’environ 0.4 pg (Lanaud et al., 1992; Figueira et al., 1992). Le
cacaoyer est une plante essentiellement allogamef'Cependant, certaines variétés
comme les Amelonado sont autogames, d’autres génotypes appartenant aux
Forastero Haut Amazoniens sont préférentiellement allogames. Le cacaoyer
posséde un systtme d’autoincompatibilité se traduisant par la chute des fleurs
pollinisées avec du pollen mcompanble Ce systéme d’incompatibilité a été étudié’
par Knight et Rogers en 1955, et par Cope en 1962. Il apparait qu'il s’agit d’un
systéme complexe gaméto-sporohytique qui se manifeste avant et apreés la
formation du zygote. Il est déterminé par un groupe d’alléles S qui entretiennent
des relations de dominance ou de codominance aboutissant a la fusion ou a la
non fusion des gametes. De plus, bien que la fusion aie eu lieu dans une partie de
I'ovaire, la plante mere éliminerait les fruits issus d’autofécondation (Lanaud et
al., 1987). La présence de ce caractére d’autoincompatibilité chez certains clones a
permis de mettre en place dans certains pays des champs semenciers biclonaux
pour la production a grande échelle d’hybrides intergroupes en évitant ainsi les
contraintes des pollinisations artificielles. Cependant, il existe une graduation de
Vincompatibilité et ce schéma de production d’hybrides est remis en question
dans de nombreux pays notamment en Coéte d’Ivoire & partir des travaux de
Lanaud et al (1987). En effet, alors que certains clones sont autoincompatibles
quelles que soient les conditions, 'incompatibilité de certains clones peut étre
levée par apport d’allopollen et d'autopollen en mélange. C’est 1’association
sporophyte femelle, autopollen, allopollen qui détermine Ia réaction
d’incompatibilité (Lanaud, 1987).

La floraison du cacaoyer est trés abondante et intervient sur le tronc et les
branches prmcxpales de I'arbre a partir de 18 mms apres le semis de la graine pour
les variétés les plus précoces. Les périodes de floraison sont variables d'une
variété a l'autre et dépendent aussi des conditions climatiques. Les Amelonado

ouest Africains ont deux pies de floraison-dans l’année alors que les Forastero
" Haut Amazoniens et leurs hybrides fleurissent tout au long de I'année. Les fleurs
sont petites et hermaphrodites, de type 5 et le gynécée est composé d'un ovaire
supére surmonté d’un style terminé par cinq stigmates. L’ovaire comprend cinq
loges contenant chacune une dizaine d’ovules. L’androcée est composé de cinq
étamines terminées pax: 4 antheres protégées par une cuculle. Les étamines
alternent avec les piéces stériles que sont les staminodes. La fleur s’ouvre le

o
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Photo 2: Un cacaoyer en fleurs



matin, et le pollen est immédiatement fonctionnel mais sa durée de vie varie
selon les saisons entre un et trois jours (Lachenaud, 1991). ,

Le fruit, appelé chérelle jusqu'a deux mois et cabosse ensuite est composé
d’une coque comprenant trois parties: I'endocarpe, le mésocarpe et I’épicarpe. La
cavité intérieure du fruit est occupée par les graines ou féves au nombre
d’environ 50 enrobées ‘d’une substance mucilagineuse et portées par un rachis
central (Photo 1). Apres 150 a 200 jours de développement, les fruits arrivent a
maturité. La durée de maturation des fruits dépend des conditions climatiques
mais surtout des clones: les clones ayant de grosses cabosses comme certains
Trinitario (ICS) ont en moyenne 210 jours de maturation, alors que les Forastero
Haut Amazoniens avec leurs petites cabosses ont 165 jours de maturation (Cilas,
1992). Deés la maturité du fruit, les graines sont prétes a germer. Il n’existe pas de
dormance chez le cacaoyer et la graine perd rapidement son pouvoir germinatif
surtout si elle est extraite de la cabosse. Les féves a l'intérieur d'une cabosse non
ouverte peuvent conserver leur pouvoir germinatif pendant plusieurs jours
(Mossu, 1974). Le nombre de fruits matures produits par le cacaoyer est trés faible
comparé au nombre de fleurs (Photo 2). Des expériences réalisées par Lachenaud
(1991) dans des parcelles différentes en condition de pollinisations naturelles ont
révélé un rendement en cabosses de 0,70% a 4% environ. Certains avancent
Thypotheése d’une sous pollinisation puisque seuls 10 % des fleurs recevraient
plus de cing grains de pollen (De Reffye et al.. 1978), d’autres estiment qu'il s’agit
de problémes nutritionnels étant donné que méme suffisamment pollinisées, les
fleurs peuvent chuter (Lachenaud, 1991).

La pollinisation du cacaoyer est entomophile et est assurée par les insectes
de tous genres allant des Forcypomya, aux thrips en passant par les fourmis
(Paulin et al. 1983; Lachenaud, 1991). Pour augmenter le nombre de nouaisons et
de cabosses produites annuellement dans les champs semenmers certains pays ont
recours 2 des pollinisations manuelles afin de contourner le défaut de
pollinisation signalé par certains auteurs.

4- AGRONOMIE |

Le cacaoyer se rencontre dans une zone comprise entre 15 ° de latitude au
Sud de I'Equateur et 20 ° au Nord de celui ci (Soria, 1970). Il a bésoih pour se
développer d’un sol profond et riche et de beaucoup d’eau. La plante issue d'un
graine émet une racine pivotante de longueur. variable selon le type de sol tandis
que celle issue d’une bouture a un systéme radiculaire fasciculée qui ne lui
permet pas de lutter efficacement. contre la sécheresse. Au jeune age et jusqu’a la
fermeture des frondaisons qui survient trois ans aprés la plantation, le cacaoyer a
besoin d'un ombrage temporaire; des bananiers ou des cocotiers sont utilisés
selon les pays. La culture sans ombi‘vagev est préconisée pour I'obtention de bons
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" rendements mais cette pratique peut étre préjudiciable lorsqu’il y a un manque
d’entretien phytosanitaire. Dans c:'e'rt'ains"pays comme le Ghana, la culture du
cacaoyef est faite sous ombrage, et ceci réduirait 'incidence des dégats causés par
les insectes. | -

' Des ennemis naturels du cacaoyer provoquent de nombreux dégéts dans les
plantati.ons. En jeune plantation, le cortege phytosanitaire est composé de psylles,
de thrips , de chenilles défoliatrices et autres insectes qui détruisent le bourgeon
terminal et retardent ainsi la croissance de la plante. En plantation adulte et selon

‘les régions, il s’agit de maladies cryptogamiques,. virales et d’insectes. Les
différentes especes du Phytophthon; sont responsables de la pourriture brune des
cabosses, qui au Cameroun engendrent 50 % de pertes minimales de production
(Blaha et Lotodé, 1976; Babacauh et Partiot, 1976). La moniliose due a
Moniliophthora roreri provoque aussi des pourritures sur les cabosses en
Amérique et la maladie du balai de sorciere due a Crinepellis perniciosa
attaquent les parties aériennes du cacaoyer en Amérique. Les insectes ravageurs
sont les mirides du cacaoyer de type Sahlbergella, Helopeltis et Monalonion qui
par leurs piqiires provoquent des nécroses sur les cabosses et les branches et des
dessechements des jeunes pousses. Récemment des différences de sensibilité ont
été trouvées entre clones, les cacaoyers des groupes Criollo et Trinitario étant les
plus sensibles aux attaques de mirides (N'goran et al., 1992; Sounigo et al., 1993).
Le Cocoa Swollen Shoot Virus est la plus redoutable des maladies. Entre 1946 et
1967, I’arrachage de plusieurs millions de cacaoyers au Ghana a été nécessaire
“pour éviter l'expansion de la maladie (Braudeau, 1969). Les symptémes se

~ traduisent par des gonflements des tiges et I’apparition de mosaiques sur les

feuilles. En Asie, ce sont le VSD (Vascular Streak Dieback disease) et le Pod Borer
qui provoquent des dégats dans les ‘plantations.

I1I- LES"'POPULATIONS DE CACAOYERS

Tres tot, les cacaoyers ont été repartis en deux grands groupes selon la
" couleur, la'forme et la taille des cabosses : les Criollo aux cabosses rouges ou
vertes et les Forastero aux cabosses vertes. Considérés au départ selon les auteurs
comme‘deux especes différentes (Morris 1882, Pittier 1930), comme la méme
espece (Cheesman, 1944) ou comme deux sous-espéces' (Cuatrecasas, 1964), les
cacaoyers font dorénavant partie d'une seule espéce comportant des formes
sauvagés et cultivées toutes interfertiles. -

De nombreuses descriptions de cacaoyers ont été faites et la monographie
de Cuatrecasas (1964) a fait le point de ce qui était connu alors. Les travaux
~conduits & Trinidad et les différentes prospections effectuées ont permis de
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préciser la classification des cacaoyers en subdivisant les Forastero en Forastero
Amazoniens et Trinitario et les Criollo en Criollo d’Amérique Centrale et
d’Amérique du Sud {Cheesman, 1944). {Cependant les auteurs reconnaissent qu'il
est difficile de savoir les limites d'un groupe en se basant sur les caracteres
morphologiques. En 1970, Soria décrit les cacaoyers rencontrés en Amérique
tropicale en considérant trois grands groupes qui sont les Forastero, les Criollo et
les Trinitario. Les Forastero sont communément subdivisés selon leurs lieux
d’origine en Forastero Bas Amazoniens et Forastero Haut Amazoniens par
certains (ToXopeus, 1972). De nos jours, les groupes de cacaoyers reconnus sont les
Criollo, les Forastero Haut et Forastero Bas Amazoniens et les Trinitario .
1- LES CACAOYERS CRIOLLO

Ce sont les cacaoyers cultivés depuis la période précolombienne en
Amérique centrale (Mexique et Nicaragua) ou au Vénézuela par les Indiens
(Reyes, 1992) a partir de semences récupérées dans la forét. Leur ‘aire d’origine est
I’Amérique centrale et le nord de I'Amérique du Sud. Au sein des Criollo, Soria
(1970) recense plusieurs variétés qui ne sont pas toujours des variétés de Criollo
pures comme lé fait remarquer Lockwood et End (1992). Ce sont: Lagarto, Criollo
de Nicaragua ou du Venezuela, Criollo de Colombie, Criollo du Mexique,
Porcelana. Toutes ces variétés produisent un cacao apprécié, jugé fin. Les
caractéres morphologlques ‘et agronomiques marquants des Criollo sont les
suivants:

-faible vigueur des arbres : -

-sensibilité a la n{ajorité des maladies et insectes

-cabosses verruqueuses

- prépondérance de coloration rouge des cabosses mais présence aussi de cabosses
vertes dans certaines populations. _ ' '

Du fait de leur falble vigueur, les Criollo sont trés peu cultivés dans le
monde et sont de plus en plus remplaces par des Forastero ou des Trinitario. Des
efforts de prospections dans les anciennes plantations de cacaoyers Criollo sont
faits par différents ‘pays d’ Amérique Centrale et du Sud (Reyes, 1992, Lockwood et
End, 1992) afin d’éviter la disparition de ces cacaoyers classés comme la premire
priorité en matiere de conservation par I'IBPGR (Kennedy et al., 1987) a cause de
la disparition rapide des foréts. La collection internationale du CATIE au Costa
Rica regroupe une centaine de génotypes Criollo .

- 2- LES CACAOYERS FORASTERO

Ils constituent la majorité des cacaoyers cultivés dans le monde. IIs se
rencontrent naturellement dans le bassin amazonien, le long de I'Orénoque et en
Guyane . Ils sont souvent classés en Forastero Haut Amazoniens et Forastero Bas
Amazoniens qui intégrent aussi par abus de langage les Forastero de 1'Orénoque
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et de Guyane. La collection internationale ICG (International Cocoa Genebank) 2
Trinidad s’occupe de leur conservation et de leur caractérisation.

LES FORASTERO HAUT AMAZONIENS

Ils se rencontrent dans les bassins de la Haute Amazonie et ont été décrits
pour la premiere fois par Pound en 1938 et en 1945 lors de prospections au Pérou
et en Equateur visant A trouver des cacaoyers résistants A la maladie du “ balai de
sorciere”. Du fait de nombreuses qualités rencontrées au sein de ces populations,
* plusieurs autres prospections ont été réalisées dans cette région (Allen et Lass,
1983; Chalmers, 1968—19?3). Les Forastero Haut Amazoniens sont 2 la base de
nombreux hybrides 2 travers le monde. Ils présentent une grande diversité et
leurs caractéristiques principales sont: |
- des cabosses allongées vertes dont la surface n’est pas toujours lisse ‘
- -des feves violettes , plates et de taille variable: certains génotypes comme SCA6
ont de petites feves d'autres comme MO9 sont caractérisés par de grosses féves.
- -des arbres précoces, vigoureux et productifs.
-des tolérance 2 certames maladies (N’goran et al., 1992)

LES FORASTERO BAS AMAZONIENS .

Ils se rencontrent en Basse Amazonie, le long de ['Orénoque et en Guyane.
Ils "constituent la majorité des cacaoyers cultivés au Brésil et en' Afrique de
., I'Ouest. Ils sont composés de plusieurs sous populations. Les variétés décrites par
Braudeau (1969) et Soria (1970) sont: “para”, “maranhao”, “comun”, “catongo”,
“almeida”, "matiha”, et I’"Amelonado” d’Afrique de I'Ouest. ‘Ceftaihes sous
populations dérivent de populatmns preex1stantes les “catongo” et “almeida”
sont apparus a la faveur d’une mutation au sein des sous populations “comun”
et “para”. | ‘

Les Forastero Bas Amazoniens ont généralement des cabosses arrondies de
petite taille, presque lisse et de couleur verte. En dehors des Catongo et des
Almeida qui ont des féves blanches, les féves sont aplaties et de couleur violette.
Les arbres sont généralement moins vigoureux et plus tardifs que ceux des
Forastero Haut Amazoniens mais comportent des formes trés productives (clone
IFC5) et des formes peu sensibles aux insectes: clone IFC2 de Cote d’Ivoire
(N’goran et al., 1992). Considérés au départ comme trés homogenes, les Forastero
Bas Amazoniens apparaissent dorénavant comme variables au vu de la diversité
rencontrée lors de prospections au Vénézuela (Lanaud ef al., 1986) et en Guyane
Frangaise (Sallée 1986, Lachenaud 1992) ainsi qu'au Brésil (Pires et al. 1992).



3- LES CACAOYERS TRINITARIO |

Ce sont des cacaoyers qui proviend.':aient d’}lybridations naturelles
survenues a Trinidad entre les Criollo et les Forastero ou encore auraient été
introduits a Trinidad a partir de I'estuaire de I’Orénoque (Toxopeus, 1972) . IIs
présentent a la 'foisv les caracteres des Criollo et des Forastero et de ce fait sont trés
variables. On y rencontre toutes les combinaisons de forme et de couleur
possibles. Ces hybrides du fait de leur vigueur et de leurs qualités technologiques
ont de nos jours remplacé les Criollo dans presque toutes les plantations
d"Amérique centrale et sont prépondérants en Colombie, en Equateur, a Trinidad,
en Papouasie Nouvelle Guinée et au Cameroun .

IV- ORGANISATION DE LADIVERSITE GENETIQUE DU
CACAOYER

1-DIVERSITE MORPHOLOGIQUE

De nombreux caractéres portant sur les cabosses, les féves et les fleurs
servent a identifier des cacaoyers. Enriquez et Soria (1968) ont étudié la longueur,
la largeur et le poids des feéves pelées. Ils ont. montré que ces caractéres pouvaient
étre utilisés comme descripteurs des clones et ont défini une valeur
discriminante estiméé'par le rapport de la variance interclonale sur la variance
~ intraclonale. Plus cette valeur est élevée et plus le caractére a une valeur
descriptive importante. Engels (1983) a utiliSé des descripteurs qualitatifs et
quantitatifs des fleurs, des cabosses, des feves et des feuilles en définissant un
pouvoir discriminatif pour chaque caractére correspondant au rapport du nombre
de différences significatives observées sur le nombre de comparaisons possibles.
La valeur de ce parametre est élevée lorsque la variation interclonale est grande.
Selon Engels (1985), les caracteres les plus descriptifs des féves sont par ordre
d’importance, le nombre de feves par cabosse, la longueur de la féve, le poids et
l’épaisset.lr:de la feve alors qu'au.nivéau des cabosses, les caractéres les plus
descriptifs sont I'épaisseur, le diametre et la longueur de la cabosse. Engels (1986) a
étudié la diversité morphologique de 294 clones issus de toutes les origines. Il a
défini 39 descripteurs qui lui ont permis de distinguer les deux groupes originaux
de cacaoyers (Criollo et Forastero). Cependant- les difficultés de codage et
d’observation l'ont conduit a réduire le nombre de descripteurs a 10 pour
I'identification et la classification des clones. Ces descripteurs sont actuellement
utilisés _pour l'évaluation morphologique des clones de la collection
internationale de Trinidad.
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Le déterminisme génétique de l1 majorité des descripteurs morphologiques
reste inconnu. Le marqueur “axil spot” (Harland et Frechville, 1927) est un de
ceux dont le déterminisme a complétement été élucidé. Il est responsable de
I'apparition de taches a la base des pétioles des premieres feuilles et a beaucoup
été utilisé pour le repérage de certains génotypes. Il est présent a 1’état
homozygote chez le clone K5 et est gouverné par deux génes dominants. La taille
‘des cabosses représentée par le poids, la longueur et le diametre a été étudiée par
Soria et al. (1974). Une héritabilité de 55 % pour la longueur, de 57 % pour le
poids et de 63 % pour le diametre a été trouvée. Glendinning (1963) a montré sur
trois descendances F2 que la taille des feves était constante sur un arbre et
positivement corrélée a la taille des cabosses. Des génes majeurs interviendraient
mais leur nombre et leur mode d’action restent inconnus. Dans des croisements
faisant intervenir des variétés a féves blanches et des variétés a féves violettes, la
descendance contient un mélange de féeves blanche et de feves violettes, avec
cependant un faible nombre de féves blanches. Le caractére “féve blanche” serait
donc récessif (Wellensiek, 1931). Le nombre d’ovules par ovaire est considéré
comme l'un des plus descriptifs: variable entre clones mais stable au sein d'un
clone (Engels 1983; Pound, 1933; Jacob et Atanda, 1973; Soria et Enriquez, 1981).-
Des travaux récents (Lachenaud, 1991) montrent cependant que le nombre
- d’ovules par ovaire est-variable selon les conditions environnementales. Soria et
Esquivel (1970) estiment que le nombre d’ovules par ovaire est un caractere
dominant. Les autres caractéristiques des fleurs que sont la longueur et la largeur
de V'ovaire, la longueur du style, la longueur et la largeur des sépales et la
longueur des staminodes ont été étudiées par Raboin et al (1993). Des effets
- d’aptitude générale a la combinaison ont été mis en évidence entre les
" croisements. Ces caracteres ont une forte héritabilité, exception faite de la largeur
" de I'ovaire. Les qualités organoleptiques du cacao marchand ont été étudiées par
plusieurs auteurs. Clément ef al. (1991), ont montré qu’il n’y avait pas de
différence entre les génotypes qu’ils ont analysés pour I'amertume et I'astringence.
du cacao, alors que la flaveur est liée au génotype. De méme, Clapperton et al.
(1991) ont montré I'existence d’'un effet de'l'origine du matériel sur la flaveur
méme si le traitement post-fécolte de la feve est déterminant.

2-DIVERSITE ENZYMATIQUE

- Dix genes provenant de six systémes enzymatiques ont été identifiés et
utilisés pour étudier la diversité génétique de l’espece représentée par 350
génotypes (Lanaud, 1987). Les résultats obtenus montrent qué la majorité des
alleles sont représentés dans la population de Haute Amazonie qui ‘est considérée
comme le centre de diversité primaire du cacaoyer. Deux alleles (MDHA/1 et PAC
1) spécifiques aux Criollo et Trinitario ont été observés. D'autres all2les sont rares
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dans certaines populations. Les études enzymatiques ont permis de révéler que
des centres de diversifications secondaires 6nt pu exister A c6té du centre de
diversification primaire que constitue la région de Haute Amazonie.

Le développement de cet outil d'analyse a contribué a révéler des
problémes au niveau de la production des semences hybrides. 1l est utilisé pour
vérifier la légitimité des semences. Intéressants sur bien des-aspects, les
marqueurs enzymatiques sont cependant en nombre trés limité chez le cacaoyer
et n’ont pas permis de différencier sans équivoque les différentes populations qui
se recoupent partlellement

3- DIVERSITE REVELEE PAR LES MARQUEURS MOLECULAIRES

Plus importants numériquement que les isozymes, les marqueurs
moléculaires ont été utilisés pour étudier la diversité du cacaoyer au niveau de
I'ADN nucléaire et cytoplasmique. Plusieurs types de marqueurs ont servi 2
structurer la variabilité: des marqueurs RFLP pour lesquels des sondes cDNA, des
sondes rDNA, des sondes mitochondriales et dés sondes chloroplastiques ainsi
que des marqueurs RAPD ont été utilisés. Laurent et al. (1994) ont utilisées 31
sondes de cDNA issues de féves germées pour étudier la diversité de 203 clones
d'origines diverses et il a été montré une différenciation marquée entre les deux
grands groupes: Forastero et Criollo.

Contrairement aux cDNA, les sondes nucléaires de rDNA codant pour les
ARN ribosomiques sont des séquences répétées en tandem comportant une partie
transcrite trés conservée et un grand espaceur intergénique trés varrable (Lapitan,
1992; Delseny et al. 1988). Au sein de 192 génotypes étudiés par Laurent et al.
(1993) trois profils rhajoritaires ont été identifiés (A, B, C). Le profil A est présent
chez la majorité des clones Forastero et une partie des Trinitario, le profil C est
présent chez la majorité des clones Criollo et le profii B, qui cbrrespond a un
profil hybride entre A et C a été trouvé chez une partie des Trinitario. Figueira et
al. (1993) ont étudié 30 clones par les sondes rDNA mais n'ont pu caractériser
spécifiquement les groupes: ' _ -

Les génomes mitochondrial et chloroplastique ont généralement une
transmission umparentale. Ils retracent l'histoire évolutive d'un seul parent.
Utilisés comme sondes par Laurent et al. (1993) sur 177 génotypes, ils ont permis
de mettre en évidence l’originé uniqile des Forastero issus de basse et de haute
Amazonie et une grande diversité au sein des Criollo.

Des marqueurs RAPD ont été utilisés par Lerceteau (1992) sur 56 génotypes
et. par Figue'ire_l‘ et al. (1993) sur 30 génotypes. Bien que le nombre d'amorces
universelles employées et le nombre de fragments amplifiés dans ces études
soient élevés, les auteurs n'ont paé réussi a distinguer les groupes morpho-
géographiques. Figueira et al (1993) ont pu différencier les cacaoyers sauvages des
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minisatellites hypervariables qui sont des séquences répétées dispersées dans tout
le génome. A_un locus peuvent étre associés de nombreux alleles. La’ technique
RFLP est cAependant coliteuse et lourde A mettre en oeuvre et l'utilisation
fréquente de produits radioactifs la rend quelque peu dangereuse et inaccessible a
Certains 1abprat01res

II- LES MARQUEURS RAPD

A -LAPCRETLES RAPD

La PCR (polymerase chain reaction) est une techmque qui permet
l'amplification génique in vitro de séquences d'ADN. A lissue de n cycles
d'amplification, la séquence d'ADN cible est multipliée de maniere
exponentielle; 2" molécules sont alors produltes La technique a été mise au
point par Saiki et al. (1985) et utxhsee pour la premiere fois en biologie humaine.
‘La Klenow polymérase isolée & partir de Escherichia coli utilisée autrefois pour
catalyser la réaction a été remplacée par la Taq polymérase, plus stable, isolée a
partir de la bactérie Thermus aquaticus qui conserve son activité a des
températures élevées (Innis et al. 1988 ).

L'amplification génique in vitro s'appuie sur la propriété qu'a ' ADN de se
dénaturer et de se rénaturer sous certaines conditions de température. En effet,
I'ADN bicatenaire lorsqu'il est chauffé a plus de 90°C se sépare en deux brins qui
peuvent se réassocier par abaissement progressif de la température. En présence
de nucléotides et de polymérase de nouveaux fragments peuvent étre ainsi
synthétisés a partir des amorces.

Trois étapes se succédent au cours d'une reacnon typique d' amphf1cat1on
Elles sont facilitées par l"utilisation d’automates spécialement congus pour ce type
de réaction: ' ,

1- La dénaturation permet aux brins d'ADN matrice de se dissocier par
rupture des liaisons hydrogenes. Lorsqu'il s'agit d’ADN génomique, il faut une
étape de dénaturation longue et une température élevée (au dela de 90 °C) .

2- L hybrldatmn ou appanement par abaissement de la température, on
permet aux primers ou amorces monocaténaires présents dans le milieu de
réaction de s'apparier aux régions complémentaires de ' ADN matrice.

3- L'é‘longat-ion et la polymérisation: une fois la synthése amorcée, il faut la
poursuivre en augmentant de nouveau la température jusqu'a 70°C ou 75 °C afin
d’accroitre la stabilité de I'hybride néoformé et de se situer en zone d’action
optimale de la Taq polymérase.
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Certains facteurs interviennent de maniére déterminante sur les produits
de 1a réaction et leur qualité. Ce sont, I'ADN matrice, les amorces, la’ température
et les ions magnesium et la Taq polymérase.

De trés faibles quantités d'ADN sont nécessaires mais varient selon les
especes et- la _taille du génome ; cepe'ndanf il en faut suffisamment pour
commencer la réaction et obtenir une stabilité des produits. Dans une réaction de
PCR, I'amorce est le point de départ de la syntheése et la technique d'amplification
telle que décrite par Saiki et al(1988). demande que les primers. utilisés
correspondent aux séquences bordantes de la région a amplifier. Dés lors des
informations sur la séquence cible sont nécessaires pour la synthése des primers
qui doivent remplir certaines conditions pour que l'amplification se fasse avec le
maximum d'efficacité: ,

-étre compésés de 20 a 30 nucléotides

-avoir une composition en bases équilibrée et analogue a celle du
fragment & amplifier ' )

-avoir au moins 50% de G+C (car les liaisons GC sont plus stables que
les AT)

-étre distants de 400 paires de base au moins

Il faut aussi tester la complémentarité des primers afin d’éliminer ceux
susceptibles de donner des produits primer dimers. La composition en bases, la
concentration et la température de fusion des primers déterminent la
température d’hybridation au cours de la réaction d’amplification.

Tm = 3(A+T)+4(G+C) pour les primers ayant moins de 18 bases.

et Tm = 81,5-16,6(log10(Na*))+ 0,41(%GC)+69,3 - 600/N avec N le nombre de bases
de l'amorce pour ceux de plus de 20 bases (Sambrook et al. 1989).

Tm= température de fusion.” '

Généralement, il faut soustraire 5 °C de la Tm pour obtenir. une
température d'hybridation satisfaisante.

Les ions Mg++ jouent un réle impprtant dans la stabilité du complexe
primer/matrice (Shin et al., 1990) et leur déficit entraine l'obtention de faibles
produits tandis que leur exceds provoque l'accumulation de produits non
spécifiques. L’enzyme catalysant la réaction d’amplification a une activité entre 70
et 80°C. Elle a un taux d’erreur d’mcorporahon de nucléotides de 2 x 104 par cycle
(Saiki et al,-1988; Le Pennec, 1991).

Les marqueurs RAPD (Random amphfled polymorphxc DNA) sont des
marqueurs moléculaires issus d'une amplification génique in vitro utilisant des
amorces de 9 a 10 bases. Les fragments d'ADN a amplifier sont de séquences
inconnues mais du fait de la petite taille des amorces, il est souvent possible de

’ 18



trouver plusieurs séquences complémentaires des amorces dans le génome et qui
pourront ainsi étre a l'Origine des amplifications. A l'issue de I'amplification, la
présence ou l'absence de fragments arhplifiés permet de mettre en évidence un
poiymorphisme entre des individus lié soit 3 des mutations sur les sites
d'hybridation des amorces, soit 2 une insertion ou une délétion au 'niveau des
sites. La détection des produits se fait aprés migration dans un gel d’agarose, de
polyacrylamide ou dans un gel dénaturant. Ces marqueurs ont été utilisés pour la
_premiére fois par Williams et al. (1990) et par Welsh et McCleland (1990). Une
seule amorce suffit pour obtenir une afnplification si deux copies de la séquence
sont suffisamment proches et en position inversée dans le genome mais pour
varier les produits, les amorces peuvent étre utilisées par paire (Klein-Lankhorst
et al., 1991). Des changements de nucléotides au sein d’une amorce aboutissent a
I'obtention de profils d’amplification différents (Williams et al. 1991). Différentes
applications des RAPD détaillées ci-dessous sont possibles.

B- CARTOGRAPHIE ET IDENTIFICATION DE MARQUEURS
SPECIFIQUES DE REGIONS CHROMOSOMIQUES

t

[

Les marqueurs RAPD sont généralement dominants (Hunt et Page, 1992;
Heun et Helentjaris, 1993; Yang et Quiros, 1993) et qualitativement seuls deux
phénotypes peuvent étre observés quelles que soient les circonstances : les
homozygotes récessifs ne présentant ‘pas de produit d'amplification et les
individus hétérozygotes ou homozygotes dominants produisant un fragment
d'ampl_ificaﬁon. Les marqueﬁrs RAPD codominants sont rares (Tinker et al., 1993)
et il est difficile de quantifier les produits par leur intensité pour déterminer les
hétérozygotes (Hunt et Page 1992). Dans ces circonstances, seules certaines
populations de cartographie peuvent étre. utilisées. Alors qu'avec les marqueurs
codominants de type RFLP ou isozymes les populations F2 sont les meilleures
pour l'établissement des cartes, elles s'avérent non adaptés lorsque les marqueurs
RAPD sont utilisés et la précision des estimations de fréquences de
recombinaisons s'en ressent. Les populations idéales pour les RAPD sont des
lignées recombinantes, des populations de backcross (Gebhardt et al. 1989) mais
aussi des populations de gamétophytes. Lorsque ces populations idéales ne sont
pas disponibles, des descendances de parents hétérozygotes sont utilisées en
considérant que l’on se situe dans un cas de backcross pour certains locus, appelé
encore pseg’dbbackcross (Carlson et al., 1991, Echt et al. 1992).

Quelqués cartes génétiques ont été -établies uniquement au moyen des
RAPD. Chez les coniferes, les mégagamétophytes, tissus nutritifs des graines
peuvent étre utilisés comme populations de cartographie. Ils proviennent de la
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division de la mégaspore et sont haploides. L'acces direct aux gametes via les
mégagamétophytes est ainsi possible et le caractere dominant des marqueurs
RAPD ne constitue pas un réel probléme car tous les génotypes sont identifiés
sans équivoque. Ainsi Tulsieram et al., (1992) et Nelson et al., (1993) ont construit
respectivement une carte de Picea 'glauca et de Pinus elliotii avec 61 et 73
marqueurs RAPD. .
Chez Arabidopsis thaliana ol une population de lignées recombinantes de
150 individus était disponible, Reiter et al. (1992) ont construit en peu de temps,
une carte comprenant 252 marqueurs RAPD. Chez Helianthus, la difficulté de
production'de descendances F2 et backcross a conduit Rieseberg et al. (1993) a
recourir a ‘'une descendance issue d'un croisement interspécifique pour établir
une carte génétique de 161 RAPD répartis sur 18 groupes de liaison. Bien qu'il soit
souvent plus facile d’établir des cartes RAPD que des cartes RFLP, la tendance
actuelle est a I'utilisation de RAPD en mélange avec d’autres types de marqueurs
car l'universalité des cartes RAPD est de plus en plus remise en cause (Kesseli et
al. 1991). En effet, Fauré et al. (1993) ont utilisé deux populations pour
éar.tographie; le génome du bananier: certains marqueurs RAPD ont été .
cartographié dans des groupes de liaison différents d'une population a l'autre. Les
marqueurs RAPD sont de plus en plus utilisés pour la saturation de régions
spécifiques du génome et la détéction 'de liaisons entre RAPD et caractires
" d’intérét agronomique. La présence de lignées isogéniques chez certaines plantes
facilite le marquage régional. Chez la tomate, des lignées isogéniques ont permis
d’identifier des marqueurs RAPD liés au gene responsable de la résistance au
nématode sur le chromosome 6 (Klein-Lankhorst et al. 1991) ainsi que des
marqueurs liés au geéne de la résistance au Pseudomonas syringae sur le
chrom,osorﬁe 5 (Martin et al.,, 1991). Grace a la mise en évidence de deux
marqueurs RAPD liés au gene de la résistance a la rouille, il est désormais
possible d’envisager l'introgression de la résistance a la rouille dans les génotypes
sensibles de haricot (Haley et al., 1993). Chez I’avoine, Penner et al. (1993) ont mis
en évidence une liaison entre un marqueur RAPD et le géne de résistance 2 la
rouille. En I’absence de lignées isogéniques, la BSA (Bulk segregant analysis) peut
étre utilisée pour saturer une région particuliere du génome des lors quon
dispose d’une carte génétique et d’'une population en ségrégation. La région a
traiter doit étre délimitée par deux marqueﬁrs et sa taille inférieure ou égale a 15
cM. Les individus homozygotes pour la région cible sont regroupés-en deux lots
correspondant aux deux types d’homozygotes. Tous les autres marqueurs hors de
la région se'trouvent en équilibre de liaison et lorsque les deux lots d’individus
sont amplifiés, on n’observera du polymorphisme que dans la région cible. 11 est
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alors possible de la marquer plus finement (Giovannoni et al., 1991; Kesseli et al.,
(1991, Michelmore et al., 1991,' King et al. ,1993). '
C- ANALYSE DES POPULATIONS

Un des domaines d'application des RAPD est I’analyse des populations de
diverses espéces a travers des identifications variétales ou fingerprint, des
déterminations de parenté ou des études de diversité génétique.

Les marqueurs RAPD sont bialléliques contrairement aux. marqueurs
minisatellites ou microsatellites. Ceci peut constituer un probleme a préiniére
vue, cependant, le nombre de produits obtenus apres une amplification est élevé
et compense largement le faible nombre d‘allzles possibles. L’amplification non
spécifique avec des amorces de courte séquence aboutit a la formation de
nombreux produits utilisables pour générer des empreintes génétiques. Le
nombre de produits obtenus est variable d’une amorce a l'autre et dépend des
especes analysées. Alors que Echt et al. (1992) ont obtenus entre 3 et 12 produits
par primer chez la luzerne, Huff et al. (1993) ont générés jusqu’a 29 fragments
d’ADN avec certaines amorces chez Buchloé dactiloides. Si Yon considere qu'unj;
fragment ampliﬁécorrespond a un marqueur, il est possible d’utiliser un nombre_}?
limité de primers a des fins d’identification et dans ce cas le caractere multilocus
des RAPD apparait comme un avantage. Pour étre utile a des identifications, un
marqueur doit pouvoir révéler du polymorphisme intragroupe et intergroupe et
étre de surcroit stable vis A vis de I'environnement. Les marqueurs RAPD"
révelent souvent de la variabilité entre individus trés pfoches et pour certains
auteurs seront certainement utiles dans les certifications des accessions (Adams et
al., 1993). Chez l'orge, il a été possible de détecter du polymorphisme entre
individus présentant un coefficient de parenté de 0,92 (Tinker et al., 1993). Ainsi
des identifications ont été réalisées chez de nombreuses espéces avec un nombre
limité de primers ou au contraire avec plusieurs primers. Une seule amorce a
généré .30 fragments d’ADN sur 20 accessions de Tagasaste (Chamaecytisus
proliferus) et a permis l'identification de plusieurs génotypes (Francisco-Ortega et
al., 1993). De méme 32 clones de peupliers ont été identifiés avec quatre amorces
qui ont produit 120 bandes. (Castiglione et al., 1993). Par contre, il a fallut 9
amorces pour identifier sans équivoque 13 clones de cacaoyers (Wilde et al., 1992).

Du fait de la rapidité des analyses, les RAPD sont de plus en plus utilisés
pour évaluer la diversité génétique au sein des populations et mettre en évidence
des liens de parenté (Kazan et al.,1993). Les travaux de Huff et al. (1993) ont mis en
évidence la puissance discriminatoire de certains primers et la nécessité d'un
choix sélectif de ceux-ci pour l’analyse des populations. Dans le cas de
structuration géographique forte, ‘un nombre limité de primers suffisent a
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différencier les origines mais au sein d’une origine, il peut s’avérer nécessaire
d’utiliser plusieurs primers pour arriver 2 distinguer les clones.

Lorsque de nouveaux marqueurs apparaissent, il est courant de comparer
leurs résultats & ceux obtenus par des marqueurs plus classiques pour savoir si
I'utilisation de nouveaux outils améliorent la compréhension d’un systéme
biologique donné. Chez le riz, Glaszmann (1987) a étudié la variabilité
enzymatique des riz sur un grand nombre de génotypes d’origines diverses: il a
mis en évidence l'existence de deux groupes majeurs et de quelques groupes
mineurs. Par la suite, les études par les marqueurs RFLP de Second et
Ghesquiéres (1994) entre autres ont confirmé l'existence de deux groupes majeurs
et laissent supposer que les groupes mineurs trouvés par Glaszmann sont des
hybrides entre les deux groupes majeurs. Fukuoka et al. (1992) ont utilisé 16
accessions de riz pour évaluer la faisabilité des RAPD pour I'étude de la diversité
et la cartographié du riz. Chaque génotype était caractérisé par un marqueur
RAPD et les regroupements obtenus étaient en accord avec ceux découlant des
analyses isozymiques et RFLP. Ils en concluent que V'avantage des analysés RAPD
chez le riz réside dans leur simplicité ainsi que dans le plus grand taux de
polymorphisme détecté. Chez la tomate, Williams et St-Clair (1993) ont recherché
des liens entre plusieurs groupes de variétés au rhoyen des RFLP et des RAPD.
Quel qﬁe soit l'outil utilisé, un faible taux de polymorphisme est révélé au
niveau intraspécifique. Par ailleurs, ils ont insisté sur les précautions 2 prendre
dans les analyses RAPD afin d’aboutir 2 un maximum de robustesse de la
technique (stabilité des bandes et vérification de leur Mendélisme). Chez le’
peuplier, une comparaison des résultats’ entre RAPD, RFLP et isozymes a été
réalisé (Liu et Furnier, 1993). Des loci spécifiques des deux espéces ont été mis en
évidence avec les RAPD, RFLP et isozymes ainsi qu’une grande diversité chez
Populus tremuloides par rapport au Populus grandidentata. Le niveau de
variabilité détecté par les RAPD est toujours plus élevé, dli probablement 4 une
plus grande capacité de ces marqueurs a révéler du polymorphisme mais les
RAPD -semblent moins propices pour des estimations d’un certain nombre de
parametres génétiques dans des populations allogames. Une concordance
générale existe entre les résultats obtenus par les RFLP, les isozymes et les RAPD.
Souvent, la mise en évidence.de grands groupes reste constante mais les relations
entre individus 2 l'intérieur des groupes sont mieux définis par les marqueurs
d’ADN. Cependant des cas de désaccord existent: chez le sorgho, Vierling et al.
(1994) ont cbmparé 18 lignées au moyen des RFLP et des RAPD: le phénogramme
obtenu par les RFLP correspondait le mieux aux phénogramme selon les
pedigrees. Chez l'avoine sauvage (Avena sterilis), Heun et al. (1994) ont montré
que les isozymes ainsi que les RAPD distinguaient sans équivoque les 24
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accessions étudiées et bien que les regroupements fussent comparables, les RAPD
permettaient une séparation plus radicale des groupes.
D- CONTRAINTES DE L'UTILISATION DES RAPD

Les RAPD en tant que marqueurs moléculaires font 1'objet de critiques
quant a leur répétabilité. Leur utilisation nécessite ’application et la mise en place
d’un certain nombre de précautions. |

La réaction de PCR aboutissant aux RAPD est non spécifique et tres
sensible, un ADN contaminant peut étre facilement amplifié, aussi faut-il veiller
a travailler dans des conditions d’asepsie trés strictes. Lorsque ces considérations
techniques sont maitrisées, il faut veiller a trouver des conditions répétables car
en dehors des contaminations extérieures, la réaction d’amplification’ contient en
elle-méme de nombreux facteurs de variations qu’il ne faut pas négliger. Il
semble en effet que la zone optimum de conditions favorables soit étroite et qu’il
ne faille pas s’en éloigner de crainte d’obtenir des amplifications non spécifiques.

Du fait de la non spécificité des RAPD une bande d'une taille donnée peut
provenir de lampllflcatlon d'ADN au niveau de plusieurs locus et ainsi sera
inadaptée pour certaines études.
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Liste des clones Forastero haut-amazoniens étudiés

¥

Origine Clone Collection |
7 Amazoni5-15 IRCC RAPD morphologie
Colombie EBCS IRCC RFLP
- EBC6 IRCC RFLP
EBC10 IRCC 1 RAPD RFLP
SPAS CATIE RAPD RFLP
SPA11 CATIE RFLP
SPA17 CATIE RAPD RFLP
Equateur IMCE IRCC RFLP.
IMC31 IRCC RAPD RFLP morphologie
IMC87 IRCC RAPD RFLP morphologie
IMC78 IRCC RFLP
LCTEEN37 - IRCC RAPD RFLP
LCTEENS84 CRU RAPD RFLP
LCTEEN127 CRU RAPD RFLP
LCTEEN202 CRU RFLP
LCTEEN285 CRU RFLP
LCTEEN325 CRU RAPD RFLP
LCTEEN326 CRU RFLP
LCTEEN355 IRCC RFLP
LCTEEN371 - IRCC RAPD
SCA6 iRCC RAPD RFLP morphologie
SCAS IRCC RAPD RFLP
SCA12 IRCC RAPD RFLP
Pérou PA13 {RCC RAPD RFLP morphologie
PA121 RCC morphologie
PA150 IRCC RAPD
P1 . {RCC ‘RFLP
P2 IRCC RAPD RFLP
P7 IRCC morphologie
P16 {RCC RFLP
P18A RCC morphologie
P13B IRCC morphologie
P32A {RCC RAPD RFLP morphologie
MO8 : iRCC RFLP morphologie
MOB1 IRCC RAPD RFLP morphologie
MOg8 IRCC - RFLP morphologie
NA32 - [RCC RAPD RFLP
Ghana IFC312 IRCC RFLP
760/887 IRCC RAPD RFLP morphologie
T63/967 iRCC RAPD RFLP morphoiogie
T79/501 IRCC RFLP
- | T85/799 IRCC RAPD RFLP’
Céte d'lvoire | UPA401 IRCC RFLP morphologie
: - | UPA402 - RCC morphologie
- 1UPA409 IRCC morphologie
' "UPA413 iRCC - RAPD RFL.P morphologie
UPABO3 IRCC ° | RAPDRFLP
' UPAGO8 IRCC RFLP
UPA620 ' IRCC _morphologie

Tableau 3: Liste des clones dans les différentes ét_udes



Liste des clones Trinitario étudiés

Origine Clone Collection | Etudes
Trinidad ACT2-11 IRCC RAPDRFLP,morphologie
ICS6 (EET275) IRCC RAPDRFLP,morphologie
ICS16 IRCC RAPD RFLP
ICS46 IRCC RFLP
: ICSs3 IRCC RAPDRFLP,morphologie
ICS75 IRCC - RELP
1CS89 IRCC RAPDRFLP morphologie
ICS95 (ERJOH21) CEPEC RAPDRFLP,morphologie
IC$98 (ERJOH18) CEPEC RAPD RFLP ‘
Grenade G829 IRCC RFLP
, G836 IRCC RFLP ‘
Venezuela CHUAOQO 24 RAPD RFLP
CHUAO 120 CATIE . |RFLP -
CNS 22 CATIE RFLP
~* |CNS23 CATIE RAPD
Cdte d' Ivoire IFC6 IRCC RAPDRFLP,morphologie
IFC7 IRCC RFLP
IFC11 IRCC RFLP
IFC19 IRCC RAPDRFLP,morphologie
IFC413 » IRCC RAPDRFLP,morphologie
IFC420 IRCC J RFLP
. IFC422 IRCC RFLP
Ghana IFC304 IRCC RFLP
’ ACUSS . IRCC RAPDRFLP,morphologie
: K5 (IFC305) IRCC RAFD RFLP
Indonésie DR1 IRCC RAPDRFLP,morphologie
G23 CATIE RAPD RFLP
Samoa LAFI7 RAPD RFLP
Java WA40 IRCC RAPDRFLP,morphologie
Equateur EQX27 IRCC RFLP ‘
EQX94 IRCC + RAPD RFLP ’
EQX107 IRCC RAPDRFLP,morphologie
MOQ122 CRU RFLP
MOQ216 IRCC RFLP
MOQ413 IRCC RAPDRFLP,morphologie
-1 MOQ647 IRCC RFLP morphologie
Honduras MT1 CATIE . | RAPDRFLP
Ti1 CATIE RAPD RFLP
Nigeria N38 IRCC RAPD RFLP
Mexique RIM8 CATIE RFLP
RIM15 CATIE RFLP,RFLP,morphologie
RIM19 CATIE RFLP
. RIM76, CATIE RFLP
RIMI10S CATIE RFLP
] RIM113 CATIE RFLP
Colombie 8Cs CATIE RAPD RFLP
5Cé CATIE RFLP
SPEC54-2 IRCC RFLP
SPEC138-8 IRCC RFLP
SPEC160-9 IRCC RFLP,RFLP,morphologie
Cameroun SNK12 IRCC RFLP morphologie
SNK109 IRCC RFLP
Costa Rica CCl10 IRCC RFLP
CC3s IRCC RAPD RFLP
UF10 CATIE RFLP
UF221 IRCC RAPP RFLP
UF296 (ERIOH 17) | CEPEC RFLP
UF667 (IFC409) IRCC RFLP morphologie
: UFE676 (IFC410) IRCC RFLP
Panama UF168 CATIE - RFLP




CHAPITRE HI: ETUDE DE LA DiVERSITE
‘ GENETIQUE DE L'ESPECE

I- MATERIEL ET METHODES

1- MATERIEL VEGETAL ‘

Le matériel végétal utilisé dans ces études (Tableau 3) provient de plusieurs
origines et a été fourni par diverses institutions de recherches sur le cacaoyer dans
le monde (IDEFOR-DCC en Cote d’Ivoire, le CEPEC au Brésil, le CATIE au Costa
Rica, le CRU a Trinidad, le CIRAD a Montpellier et le FONAIAP au Vénézuela) .
Dans chacune des études réalisées, un nombre différent de clones a été
échantillonné , cependant toutes les origines sont représentées. Certains
individus sont communs a toutes les analyses. Le nombre de génotypes utilisés
dans chaque analyse est donné dans le tableau 4.

Analyses Analyses | Analyses
morphologiques |RAPD |RFLP
Forastero Haut |22 25 40
Amazoniens )
Forastero Bas 5 : 26 41
Amazoniens |
| Criollo 5 |28 41
Trinitario 20 27 59

- Tableau 4: Nombre de génotypes de cacaoyers utilisés dans les différentes
analyses de diversité génétique.

Les observations morphologiques ont été réalisées en Cote d'Ivoire sur 52
clones : La faible représentation des Criollo dans l'analyse morphologique
s’explique par la présence de trés peu d’individus de ce groupe au sein de la
collection de Cote d’Ivoire. Par contre bien qu'un nombre important de clones
Forastero Bas Amazoniens soit présent en collection, il n’a pas toujours été
possible d’obtenir un nombre suffisant de cabosses sur une période donnée pour
réaliser les observations. ‘ . , .

L’étude de diversité par les RAPD a porté sur 106 génotypes appartenant a
tous les groupes connus.

Les parametres de la structure des populations ont été calculés sur 181
clones, dont le typage RFLP a été réalisé par Laurent et al. (1994) qui ont par
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ailleurs décrit la diversité des cacaoyers par les RFLP a l'aide de méthodes
d'analyses descriptives.

Les clones Forastero Haut Amazoniens étudiés comportent :

- des clones provenant des prospections de Pound en 1938 et 1945, au Pérou
et en Equateur le long des fleuves Nanay, Parinari, Moroni etc...(clones PA, SCA,
P, IMC, MO, NA) et leurs descendances sélectionnées. Les descendances de
premidre génération ont été obtenues au Ghana : ce sont les clones T60, T63, T79,
T85. Les descendances de deuxiéme génération proviennent de Codte d’Ivoire et
sont dénommées UPA. Les clones prospectés par Pound ont été trées largement
diffusés et sont utilisés a travers le monde entier dans les programmes
d’amélioration et de sélection. Certains sont connus pour étre de bons géniteurs
(IMC67) dautres sont tolérants 2 des maladies (SCA6).

-des clones issus des prospections réalisées en Colombie et en Equateur par
la mission Anglo-Colombienne en 1982 et 1984. Ce sont les clones LCTEEN et
EBC. ' ‘

Les ,_clo‘nes Forastero Bas Amazoniens analysés proviennent surtout du
Brésil, du Vénézuela mais aussi d’Afrique: |

-les clones sauvages ERJOH sont issus de prospections effectuées au Brésil
surtout dans sa partie Ouest. Certains proviennent de zones frontalieres (Pérou,
Equateur, Colombie), d'autres de zones plus internes.

-les clones SIC et SIAL du Brésil proviennent de la frontidre avec le
Venezuela

" -les clones PARA, COMUN, sont des sélections de Bahia au Brésil. Les
clones MATINA qui leur sont proches sont aussi issus du bassin Amazonien,
prés de Belem .

-les clones EET, ECNR et NACIONAL font partie de la variété Nacional qui
donne un cacao de qualité “arriba”. Ils proviennent d’Equateur mais leur
_classification est controversée. |

-les Forastero Bas Amazoniens du Vénézuela (VEN) sont des populations
sauvages du Centre et du Sud du Vénézuéla prospectées par Lanaud et al. (1986)
le long des fleuves Cuchivero, Orinoco et Padamo; '

- les Forastero Bas Amazoniens sauvages de Guyane (GU), prospectés en
Guyane francaise(Sallée)

“~les Forastero Bas Amazoniens d’Afrique (clones IFC) sont constitués de
clones sélectionnés dans les cacaoyeres créées au début des introductions de
cacaoyers en Afrique de 'Ouest;

Les clones Trinitario analysés sont trés divers:

-les clones ICS (Imperial College Selection) ont été sélectionnés a Trinidad
et les clones GS a Grenade; ’
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es clones UF (United Fruit) et OC sont originaires du osta Rica;

-les Trinitario d'Bquateur sont composés de clones sauvages provenant des
prospections de Pound en Equateur (MO of d'autres sélections (BOXY

~ tes clones RIM qui ont &€ analysés proviennent du Mexdgue;

-les Trinitario &’ Afrigque sont composés de clones sélectionngs en {fte
dIvoire (IFC), au Camercoun (SMNK) et au Chana (ACU ot K55

Les clones Criollo échantillonnds proviennent majoritairement du

Vénézuela, et du Micaragua. Les Cricllo ne se rencontrent pratiguement plus en

culture pure du fait de leur faible potentiel agronomique (Wood et Lass, 1985} et
sont scusvent des hybrides entre Criollo et Trinitario.

Du fait de Véloignement des différentes collections du laboratoire
A etmpi CIRAD ot les aralyses moléculaires ont en Hew, le matérial végétal a £16
recit sous forme de fewilles séchées & In température ambiante enfermées dans des
gaines plastiques et conservées dans une chambre froide & +4 °C pour éviter les
reprises d'humidité, | |

3. METHODES

" AYAN ﬁLYﬁE 5 MORPHOLOQGIQUES

Dans un essal préliminaire, la taille des dchantillons nécessaires aux

s A

mesures de {dves et de cabosses a £16 déterminde. Pour cela une dtude a 618
conduite sur ia parcelle A18/2 de Dive (Cote d'lvoire) sur 10 clones 3 raison de 5
arbres par clope. Chaque arbre 8848 pollinisé manuellement afin d'obtenir 1D
- cabosses par arbre.
S on veut détecter une différence ¢ correspondant & & % de fa movenne, alors la
formule permettant de déterminer la taille dSchantillon est (Engels ¢f ol 1980%
r= 4x B4 BI est la variance, v est Veffectif de cabosses ou de féves

ur les 52 clones analysés, plusieurs caractéres de cabosses et de féves ont
éré mesurés: le poids de cabosses, e nombre de feves par cabosse, le diambtre de
cabosse, la longueur de cabosse, 'épaisseur du cortex, e zmz'a:is. de cabosse vide, fe
poids de fove, la longueur de feve et | ‘épaisseur de féve. Pour chacun de Ces
caractdres, la m;.w,?em'ae et Pecart type ont £1¢ détermings pour chague clone. Par fa
suite, les individus d'un méme groupe ont 646 rassemblés o1 une analyse de
variance & un facteur a £té réalisée pour c.haé;ue caractdre, suivie d'une
comparaison de moyennes par le test de Hsher de la plus petite différence
significative. Ces analyses ont £1& réalisées & Vaide du logiciel Statview. Les
movennes des clones ont ensuite 848 uil lisoes pour une analyse en compuosanies
principales (ACP), analyse multivariée gui donne une image plus synthétique des
données pour Pensemble des caractéres.

ke
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Fhoto %: Extralis d'ADN de cacaoyer




" B- ANALYSES MOLECULAIRES
Extraction de ADN total

La méthode d’extraction utilisée ( Laurent et al. 1993) est donnée dans
I'annexe 1. On obtient des solutions d’ADN de bonne qualité aprés une étape de
purification au chlorure de césium (Photo 3). .

Dosage de 'ADN

Trois types de dosages ont été réalisés. La méthode au spectrophotometre
estime la concentration d’ADN double brin par I'absorbance 4 260 nm en
considérant qu’une densité optique de 1 sur un trajet optique de 1 cM correspond
a 50.pg/ul d’ADN. La pureté de la solution d’ADN peut étre évaluée par le
rapport des densités optiques a 280 et a 260 nm. Un rapport voisin de 1,8 est
souhaitable ét correspond. a une bonne pureté de I’ADN bicatenaire par contre si
ce rapport est inférieur 4 1,8 c'est que ’ADN est contaminé par des protéines ou
du phénol. Bien que purifié par une ultracentrifugation par gradient de chlorure
~ de césium, YADN du cacaoyer reste souvent contaminé et les concentrations’
d'ADN mesurées par le spectrophotometre sont souvent surestimées.

Les concentrations d’ADN ont aussi été estimées par un fluorimetre. Bien
quils donnent des estimations meilleures que le spectrophotomatre, les dosages
restent toujmirs insatisfaisants et par ailleurs, plus difficiles et plus contraignants
a réaliser que ceux par spectrophotometre.

Nous avons obtenu de meilleurs résultats en estimant les concentrations
en ADN sur un gel d’agarose en présence d'une gamme d'ADN de phage lambda .
de concentrations connues, aprés avoir dosé préalablement I'ADN au
spectrophotometre ou au fluorimetre. Ce genre de dosage permet aussi de se
rendre compte si ' ADN est dégradé. Apres le dosage de I’ADN, des dilutions ont
été faites afin d’obtenir des concentrations de 1 ng/ul d’ADN pour les solutions a
amplifier. Plusieurs fractions aliquotes ont été faites et conservées au congélateur
a -20 °C pour éviter la dégradation des solutions.

~ Réactions d’amplification

Les réactions d’amplifications ont été mises au point étape par étape en
testant plusieurs facteurs (concentrations d’ADN, concentration d'enzyme etc...).
Elles ont été réalisées dans un volume de 25 pl et les concentrations des différents
éléments ont été ajustées au fur et & mesure que les tests étaient réalisés. Les
thermocycleurs utilisés sont du type PHC2 de la société TECHNE. Le protocole
d'amplification est donné en annexe 2.

Migration et visualisation ’

La migration des produits amplifiés a été faite sur gels d’agarose a 1,4%

dans le tampon TBE meilleur que le TAE pour la résolution des bandes. Les
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produits ont été migrés pendant deux heures a 100 V puis colorés au Bromure
d'éthidium pendant 30 minutes.

" Trides amorces

Les amorces utilisées pour les réactions d’amplification provenaient des
kits Operon commercialisés par la firme Operon Technologies Inc. Le tri a été
effectué sur un échantillon de 19 génotypés provenant de toutes les origines. Un
tri effectué lors de la cartographie génétique avait permis de ‘sélectionner
uniquement les primers qui induisaient la formation de produits d’amplification.
Pour l'étude de la diversité génétique 20 amorces ont ainsi été sélectionnées.

Essais de répétabilité |
Les essais de répétabilité ont été couplés avec le tri des primers. Une

prer'niére amplification a été réalisée sur 19 individus avec trois doses d’ADN
provenant de la méme extraction. Une autre amplification a ensuite été réalisée
dans les mémes conditions expérimentales que la premieére et le nombre de
bandes et leur hetteté ont été notés et comparés aux bandes produites lors de la
prerhiére amplification. Si des différences apparaissaient alors une troisieme
amplification était réalisée et les bandes polymorpheés les plus stables étaient

sélectionnées. Si aucune bande n'était restée stable d'une amplification a l'autre

alors le primer n'était pas sélectionné .
Extraction 'de produits amplifiés
- Afin de pouvoir isoler des fragments polymorphes amplifiés a utiliser
comme sondes pour réaliser des hybridations sur de I'ADN total, une
éiectrophorése‘ sur gels d'agarose a bas point fusion de 1,4 % a été réalisée a 100 V
et 50 mA pendant deux a trois heures selon la proximité des fragments. Les gels
ont ensuite été colorés et observés aux U.V.. A-l'aide de fragments de paille, les -
fragments amplifiés ont été récupérés a la pipette puis stockés dans des tubes a vis
au réfrigéi‘ateur. Au moment de l'utilisation des bandes RAPD comme sondes,
les tubes ont été chauffés au bain marie a sec a 65 °C pour faire fondre 'agarose.
Toutes les bandes amplifiées et polymorphes n'ont cependant pas pu étre isolées
car certaines étaient trés proches les unes des autres et mémes les longues
migrations n'ont pas réussi a les séparer.
Marquage des fragments amplifiés
Le marquage des fragments amplifiés a été fait au 32P a laide du kit
“Megaprime labelling systems” de 'Amersham par la technique du “random
priming” ou amorcage aléatoire. La qualité du marquage a été vérifiée par
chromatographie sur couche mince. Le protocole est donné en annexe 3.
Préhybridations et hybridations ' '
Les préhybridations et hybridations ont été faites dans des tubes en verre
pendant respectivement 5 et 15 heures dans des fours & hybridation. Les
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fragments amplifiés marqués ont été hybridés sur des membranes hybond N+
contenant de I'ADN total de cinq clones POR, UPA409, SNK12, UF676 et UPA402
digéré par les enzymes de restriction Hind III, EcoR V, Xba I, Eco RI et Bgl II
(protocole ernt annexe 4). o |
a Collecte des données
Les résultats d'amplification ont été lus sur les photographies des gels
colorés au BET aprés électrophorése. Plusieurs lectures ont été faites a des
moments différents, puis les différentes notations ont été comparées. La présence
de marqueurs de taille sur les gels a permis de situer les fragments' les uns.par
rapport aux autres et de déterminer leur taille. Lorsqu'un produit était présent, la
note 1 était attribuée au clone pour ce produit et s'il était absent I'individu était
noté 0. Lorsqu'on ne réussissait pas a déterminer la présence ou l'absence d'un
produit chez un individu apreés plusieurs lectures, alors on a considéré chez cet
individu la donnée comme manquénte pour ce produit. Les tableaux de données
ont ensuite été traités a l'aide du logiciel ADDAD. |
Analyse des données
Repartttton des produits d'amplification dans les populattons et
polymorphisme
Toutes les bandes amplifiées n'ont pas été répertoriées. Seules celles qu1
- étaient polymorphes et stables au sein de I'échantillon étudié ont été analysées.
Le pourcentage des bandes présentes dans les populations a été calculé et des tests
de Chi-deux ont été utilisés pour d'um‘a' part savoir si la répartition des bandes
était homogene dans l'ensemble des populations et d'autre part comparer les
populations deux a deux et dégager les similitudes au niveau de la fréquence des
bandes. ) '
Soit p , le nombre de groupes comparés (ici 4), q le nombre de classes
phénotypiques dans chaque groupe(ici 2) et N le nombre total d’individus. On -
peut construire un tableau 2 quatre lignes et deux colonnes dont les cellules
'correspondent aux différentes classes observées.

Chi* =Y. 3 (n; = N X Pops)  (Dagnélie, 1975)

avec njj le nombre d’individus dans la classe ij, Pjj la fréquence de la classe ij et (p-
1) (g-1) ie nombre de degrés de liberté. Pour la comparaison des populations deux
a deux, six tests de Chi-deux sur le modele suivant ont été réalisés chacun a un
degré de liberté pour chacune des bandes RAPD:

le calcul devient plus simple car p=2 et q=2 =
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Chi® = N(ny, X nyy = my Xn’zl)z
n.Xn, Xn, Xn,

n. n, n, " sont les sommes marginales

Analyse factorielle des correspondances (AFC)

C'est une méthode de statistiqtie descriptive qui permet de synthétiser des
tableaux de données a double entrée par l'extraction d'un nombre réduit de
facteurs correspondant a des combinaisons linéaires des variables initiales. Tout
tableau contenant des nombres positifs peut étre traité par I'AFC. La démarche
aboutit a une représentation graphique des points dans un espace de dimension
réduite permettant de mettre ainsi en évidence des structures au sein des
données. Les ressemblances entre individus sont mesurées par la distance du
Chi2 (Jambu, 1989). ‘ -

Le logiciel ADDAD utilisé pour le traitement informatique des donnees ne
sait pas gerer les données manquantes, nous avons mis les individus presentant
- des données manquantes en supplementalre pour ne pas biaiser le calcul des
coordonnees des axes.

Classification ascendante hiérarchique

C'est une méthode de classification automatiqué élaborée qui permet de
créer des partitions. Il faut pour cela définir un indicateur de liaison entre
individus et un critere d'agrégation des classes. Grace a l'indicateur de liaison qui |
peut étre une mesure yde distance ou d'indice de similarité ou de dissimilarité, les
individus les plus proches sont regroupés. Ensuite intervient le critre
d'hagréga.tion qui permet de regrouper les classes (Jambu, 1989; Fenelon, 1981).

Pour des tableaux de présence et d'absence, certaines distances ou ihdices de
distances sont plus utilisés que d'autres. Certains d'entre eux tiennent compte de
I'absence simultanées des bandes chez deux 1nd1v1dus d'autres n'en tiennent pas
compte Par soucis de comparaison, deux types de distances ont été utilisées. Nous
pensons que dans le cas des RAPD qui sont des marqueurs dominants, 1'absence
d'un fragment d'amplification est aussi importante que sa présence. C'est pour
cela que nous avons utilisé deux types d'indice l'un tenant compte que de la
présence des fragments (Czekanowski) et l'autre tenant compte aussi bien des
présences que des absences simultanées pour définir la proximité des génotypes
(Rogers. et Tanimoto):

Soit n (i,j) le nombre de bandes présentes simultanément chez les
individus i et j ’
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soit ni le nombre de bandes présentes chez i et absentes chez j .
soit nj le nombre de bandes présentes chez j et absentes chez i
soit 0 (i,j) le nombre de bandes absentes simultanément chez i et j

- Indice de similarité de Czekano’wsky(Addad,. 1985)

. 2n(i, j)
di,j)=
D= g+ nitm)
Indice de similarité de Rogers et Tammato(Addad 1985)
dG, j) = — LD 0GR
n(i, )Y+ 03, j) + 2(ni + nj)

Plusieurs critéres d'agrégation sont disponibles dont le saut minimum qui
permet de regrouper les classes sur la base de la plus petite distance entre les
éléments de la classe déja formée et les autres éléments, et 'agrégation par la
moyenne qui calcule la distance moyenne entre les éléments pour ensuite choisir
la distance moyenne la plus petite. Notre choix s'est porté sur la moyenne encore
appelée UPGMA (Unweighted Pair. Group Method using arithmetic Averages).
Sur tableaux de distances, le programme ADDAD CAHDIS n'utilise que les
individus ayant des données completes pour la réalisation des classmcattons

La classification ascendante hiérarchique ‘a aussi. été effectuée 2 part;r des
coordonnées des facteurs issus d'une analyse factorielle des correspondances. Ce
type de classification permet de classer aussi bien les individus avec des données
completes que ceux dont les données sont incompletes car bien que ne participant

pas 2 la construction des axes parce que introduits dans l'analyse comme -

individus supplémentaires, ils ont quand méme des coordonnées sur les axes. Le
programme CAHVOR utilisé est un programme de classification qui utilise la
méthode des voisins réciproques et tient,compte de l'information apportée par
les voisins. ‘
Paramétres génétiques

Du fait que certaines sondes cDNA ont été cartographiées et que d'autres.
donnaient un profil simple & une ou deux bandes permettant de faire I'hypothese
d'un déterminisme génétique simple a un locus, il a été possible de raisonner en
fréquences alléliques et d’étudier la structure génique des populations en
présence. Ces analyses ne sont pas toujours possibles avec les marqueurs RAPD
qui sont des marqueurs dominants. Sur les 31 combinaisons enzyme/sonde
utilisées par Laurent et al. (1994) 27 ont pu étre considérées chacune comme un
locus et ont ‘été utilisées pour l'analyse des parametres génétiques.
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181 clones appartenant a quatre populations morphogéographiques ont été
analysés globalement dans un premier temps. Deux types de subdivision ont
ensuite été réalisées. Les clones ont été répartis’en Forastero et Criollo qui. selon -
les hypotheses de Cuatrecasas (1964) sont originaires de deux zones
géographiques distinctes: ' Amérique du Sud et I'Amérique centrale. Nous avons
exclu de cette analyse spatiale, les cacaoyers Trinitario , hybrides entre Forastero et
Criollo et quelques génotypes dont la classification est controversée: les génotypes
Nacional et les cacaoyers Guyanais. Une autre subdivision est basée sur la
classification classique en Forastero Haut Amazoniens, Forastero Bas
Amazoniens, en Criollo et en Trinitario. Les parametres des populations ont été
estimés a l'aide des logiciels GENEPOP(Raymond et Rousset: Adresse.:
Laboratoire de génétique et environnement. URA CNRS 327. Institut des Sciences
de I'évolution. CC065. USTL. Place E. Bataillon, 34095. Montpellier cedex 05,
France), BIOSYS (Swofford et Selander, 1981) et DIPLOID.FOR (Weir, 1990).

Outre les fréquences alléliques, le nombre de locus polymorphes, le taux
d’hétérozyg‘otie et le test d’équilibre de Hardy Weinberg, pour les diverses
populations considérées, la différenciation génétique a été testée en considérant
que l’on se situe dans un cas de modele aléatoire a partir duquel on pourrait tirer
des'conclusions sur le cacaoyér en général. Le test de Hardy Weinberg permet
d’émettre des hypothses sur la fagon dont les gametes sont associés au sein d’un
individu en partant de l'’hypothese nulle de rencontres aléatoires. Si cette
hypothese n’est pas vérifiée alors’les associations sont préférentielles et certains
génotypes sont plus fréquents que d’autres, en particulier les hétérozygotes
pourraient étre en surnombre ou au contraire en déficit. Le taux d'hétérozygotes
en condition de panmixie est encore appelé diversité de Nei (H) et permet

d’évaluer la variabilité des populations. Pour des échantillons de taille réduite, H

peut étre biaisé et il faut le corriger en tenant compte du nombre d’individus.
Pour un locus A avec n all2les. |

2
n

HA =1- Xpi piestlafréquence del'allelei au locus A (Nei, 1972)

i=1
Si N est l'effectif de la population, I'estimateur non biaisé qui tient compte
de la taille de I'échantillon est (Nei, 1978):
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. 2.
2N :
H =—|1- ZXpi
2N —1 i=1
En faisant la moyenne sur tous les locus on obtient la diversité moyenne.
Le taux d'hétérozygotes observés Ho permet d'évaluer le pourcentage
d'hétérozygotes réels dans chaque populatidn.
Le degré de différenciation entre populations est estimé par les paramétres
statistiques F (indice de fixation) de Wright (1978) et il existe une relation entre -
V'indice de fixation de Wright et la diversité de Nei:

F=1—-}-1-2-
H

Ho correspond au taux d’hétérozygotes observé et H est le taux
d’hétérozygotes en condition de panmixie. A partir des valeurs des indices de
fixation au sein des populations, les taux d'allofécondation ont été estimés par la
formule de Nei et Syakudo (1958):

teq=(1-F)(1+F) ou teq est le taux d allefécondation a léthbre et F l'indice
de fixation

F au sein d’un échantillon mesure le déficit total en hétérOZ};gotes“et est
dénommé Fit. Il permet d’estimer la corrélation entre les gametes au sein d’un
individu (Welr, 1990): -

F au sein d’une. populatxon est appelé Fis et mesure le déficit en
hétérozygotes au sein de la populatzon c’est la corrélation entre gametes a
lmterleur d’une population.

Lorsque plusieurs populations sont considérées, Fst estime les corrélations

entre des gametes des individus issus de plusieurs populations. C’est Fst qui - B

permet de déterminersi la populatlon globale est structurée en sous populations.

11 découle de ces définitions que lorsqu’une espéce n’est pas subdivisée en
plusieurs populations, Fst ne peut pas étre estimé et Fis et Fit sont confondus.
Plusieurs niveaux de hiérarchie sont nécessaires a l'estimation de ces paramatres
en l'occurrence , plusieurs gametes, plusieurs individus, et plusieurs
populations.

Distances genettques :

La proximité ou I'éloignement des populations peut se mesurer a partir des

fréquences alléliques par la distance génétique. Plusieurs distances sont proposées
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mais deux seulement sont utilisées ici . Il s’agit de la distance de Nei (1972) et de
celle de Rogers modifiées (Wright 1978). , .

'Si. deux populations P1 et P2 ont des fréquences alléliques X1 et X2 pour
l'allele 1 d’un locus L, les probabilité de tirer deux fois 1’allele 1 du locus L dans
I'une ou Vautre population P1 et P2 est

Tpip = X1

Jpap =X 2 . N ‘ :
Jpp2 = X1X2 est la probabilité de tirer I'allele 1 dans la population P1 et dans P2. Le
coefficient de similarité de Nei est pour le locus L:

[ = Ip1p2

‘]PlPl X JP2P2

Si plusieurs locus sont considérés, le coefficient de similarité moyen est la
moyenne arithmétique des différents coefficients de similarité pour les locus
considérés.
La distance génétique de Nei est

D=-Logl

La distance de Nei est treés utilisée car elle peut étre reliée au taux de
substitution en acide aminé et donc posséde une signification d'un point de vue
évolutif (De Vienne et Damerval, 1985). '

Une autre distance a été estimée: celle de Rogers modifiée: MRD(modified
Rogers distance)

" 2
[;(lel-nm) } )
a2 p1 et Xlpy

- sont les fréquénce de l'allele 1 d'un locus L dans les population P1 et P2.

MRD = " N = nombre total de locus , X1

II - RESULTATS |
- 1-DIVERSITE MORPHOLOGIQUE

A- DETERMINATION DE LA TAILLE MINIMUM DES
ECHANTILLONS | :
Les tableaux ci dessous donnent les effectifs minimum des échantillons de
cabosses et de feves. Il y a d'une part, les caractéres dont I'évaluation nécessite un
ééhantillon de, taille importante: ce sont le poids de cabosses, le nombre de feves
par cabosse et le poids de feves et d'autre part les autres qui sont en fait des
caracteres de forme. Pour le poids de cabosses, la taille de I'échantillon de cabosses *
par arbre servant a estimer les variations entre les arbres d'un méme clone est
importante. La variation entre cabosses d'un méme arbre est donc élevée. Ces
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variations I')euvéht étre dues 2 T'environnement mais aussi a la position des
cabosses sur l'arbre. En effet les cabosses sont portées par le tronc principal et les
branches et les cabosses situées dans les branches pourraient étre défavorisées par
leur position proche des feuilles au sein desquelles se réalise la synthese des
éléments de réserves qui sont distribués du bas vers le haut de l'arbre.

" Au niveau des caracteres de feéves, un échantillon plus important est
nécessaire pour évaluer le poids de féves pour une cabosse que pour l'évaluer au
sein d'un clone. Cette ap}‘;arente aberration rend en fait compte de la variabilité
intracabosse élevée et qu1 est plus importante que celle qui existe au sein d'un
clone.

%

effectif de cabosses
Caracteres . par atbre  par clone
Poids de cabosse 20 49
Longueur de cabosse 4 9
Diametre ' 4 8
Nombre de feves 7 39

Tableau 5: Effectifs de cabosses nécessaires a 1'évaluation des caracteres de cabosses

Nombre de féves & observer

Caracteres par cabosse Par arbre  Par clone
Longueur de feve 4 3 5

Poids de feve - 16 14 11
Epaisseur de féve 6 ° - 4 15

Tableau 6: Effectifs de féves nécessaires a l’évaluatioﬁ des caracteres de féves

'Ces '~ estimations d'effectifs permettent de se rendre compte des
dlfﬁcultes qui peuvent étre rencontrées pour 'évaluation de caracteres
morphologiques trés variables au niveau “clonal, car la production de cabosses
peut étre insuffisanteypodr un arbre au cours d'une période donnée. |

B- ANALYSES MORPHOLOGIQUES

Les moyennes des clones pour les caracteres des cabosses et des feves sont
présentées dans les annexes . Les caractéres analysés ne sont pas indépendants: de
fortes corrélations sont observées entre le poids de cabosse pleine de feves et le_
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1)- Poids de caBésse

ANALYSES DE VARIANCE

6)-Epaisseur de cortex

DDL CM E

Intragroupe 1197
Total ' 1200

26384,09.

p=0,0001

o DDL CM F .
Entergroupe 3 4260599 118,89 Intergroupe 3 10713,27 35,54 ;
Intragroupe 3265 3583442 p=0,0001" Intragroupe - 1231 301,41 p=0,0001 -
Total 3268 Total 1234 )
' 2)-Nombre de féves par cabosse 7)-Forme de cabosse(Longueur/Diametre)
DDL__CM F | DDL_CM F
Intergroupe 3 2130,81 16,13 Intergroupe 3 43439,56 67,63
Intragroupe 3238 132,07 p=0,0001 Intragroupe 1231 642,30 p=0,0001
Total 3241 Total 1234
3)-Longueur de cabosse 8)-Poids-de feve
DDL ~ CM F DDL CM F
Intergroupe 3 62936,36 95,67 Intergroupe 3 11830,20 673,14
Intragroupe 1231 663,16 p=0,0001" Intragroupe. 3623 17,575 p=0,0001
Total 1234 Total 3626 :
" 4)-Diametre de cabosse 9-Longueur de feve
DDL CM _ F , . DDL_CM F
Intergroupe 3 1518,30 14,98 Intergroupe 3 72886 101,88
Intragroupe 1231 101,35 p=0,0001 Intragroupe 3623 715,366  p=0,0001
Total 1234 Total 3626 e
5)-Poids vide de cabosse 10)-Epeiisseur de feve
: DDL CM F DDL CM F
Intergroupe ~ 3 1460051,249 55,34 Intergroupe 3 56753,88 258,93

~ Intragroupe 3623 219,19 p=0,0001
- Total 3626. ' '

Tableau 7: Analyses de variance & un facteur des caractéres morphologiques



COMPARAISONS DE MOYENNES

Haut Bas Trinitario Criollo
Amazoniens | Amazoniens A :
Poids de cabosse(g) 465,11(1424)a 376,16 (330)b | 568,12(1275)c |514,26(219)d
v ’ s=176,57 $=98,23 $=223,28 s=155,71
Nombre de feves 33,41(1424)e | 37,04(324)g 32,14(1275)f | 32,47(219) ef
par cabosse s=12,8 $=9,56 As=10,48 s=10,72
Longueur (cm) 16,05 (é46)h 14,03 (119)i 17,9 (455)j' 17,72 (115)j
de cabosse s=2,44 s=1,40 s=2,74 §=3,33
Diametre (cm) 8,36(547)k 8,03 (119)1 - 8,60 (454) m 18,6 (115) km
de cabosse s=1,09 s=0,66 s=1,03 ' s=0,72
Poids vide (g) 383,88 (513)n 295,33 (119)0 |484,3 (454)p |415,38 (115)n
de cabosse s=152,48 s=72,05 s=196,3 s=118,27
Epaisseur cortex (mm) |4,93(547) qr 3,16(119)s 4,85(454) qt 4,86 (115) rt
s=1,42 s=1,06 s=2,20 s=1,503
Forme de cabosse 1,92(546)u - | 1,75(119)¥ 2,08(455) w 2,05(115) w
(longueur /diamétre) |s=0,21 s=0,19 s=0,28 s=0,31
Poids de feve(g) 1,59(1617)x 1,53(402)y 2,12(1308)z 2,46(300)a’
‘ s=0,36 s=0,25 s=0,46 s=0,66
L’ongueur de feve(cm) [2,30(1617)b' |2,30(402)b' ‘ 2,43(1308)c' 2,52(300)¢'
‘ 5=0,26 s=(0,2 5=0,28 s=(,29
Epaisseur de feve(mm) |7,94(1617)e' |7 75(402) e' 9,19(1308)f' 9,60 (300)g'
’ s=1,49 s5=1,12 s=1,55 s=1,5 e

_Tableau 8 Comparaxsons des moyennes des différents groupes par le test de Flsher
~de la plus petite différence significative(PPDS). Le nombre d’observations par

caractere est entre parenthese et les moyennes non significativement différentes

: portent la méme lettre . s=écart type




axe 2 (18,16)

Figure 2: Plan 1 (axes 1 et 2) de I'ACP réalisée a partir des données morphologiques
. e Forastero Haut Amazoniens
O Forastero Bas Amazoniens
* Criollo ,
A Trinitario

-
Axe 1(52,5%)



poids de cabosse vide (r=0,95), le poids de cabosse et son diamatre (0,88), entre le
diametre de la féeve et la longueur de feve (0,83).
Les analyses de variance ainsi que les comparaisons des moyennes faites
sur les caracteres précédents en considérant chaque population comme un
facteur, sont présentées dans les tableaux 7 et 8. Tous les tests sont significatifs 2 1°
pour 10 000. ' '
' Au niveau des cabosses, les poids different dans les quatre populations
considérées: les cabosses les plus grosses sont celles des Trinitario et celles des
Forastero Bas Amazoniens sont les plus petites. Par contre, il n'y a pas de
différence entre le nombre de féves par cabosses des Forastero Haut Amazoniens,
des Criollo et des Trinitario. Seuls les Forastero Bas Amazoniens peuvent étre
caractérisés par un nombre élevé de féves dans la cabosse. La forme des cabosses
mesurée par le rapport de la longueur sur le diametre fait apparaitre trois formes
différentes. Celle des Forastero Bas Amazoniens, qui est la moins allongée, celle
des Forastero Haut Amazoniens et celle des Criollo et Trinitario, qui est la plus
allongée. Les Forastero Bas Amazoniens possédent des cabosses au cortex fin
contrairement au Criollo, Trinitario et Forastero Haut Amazoniens dont les
cabosses sont épaisses. Au niveau des feves, la taille des feves differe entre
populations et les plus grosses féves sont rencontrées chez les Criollo. Les feves
" des Forastero ont la méme forme, C’est a dire allongées et aplaties alors que celles
des Trinitario et des Criollo sont dodues. Ce sont les Criollo qui possedent les
feves les plus dodues. Qualitativémént, I'on peut décrire les populations en
disant que les Forastero Bas Amazoniens possédent de petites cabosses peu
allongées a cortex fin contenant ' beaucoup de fdves allongées et aplaties. Les
Forastero Haut Amazoniens ont des cabosses de taille moyenne 2 cortex épais
contenant peu de faves allongées et aplatles Les Criollo et les Trinitario ont de
grosses cabosses allongées a-cortex épais contenant peu de féves grosses et dodues.
Si I'on quantifie un caractére donné dans les différents groupes, on observe alors
une variation continue de ce caractere entre les groupes .

L’ACP (Figure 2) permet I’analyse simultanée des caractéres et permet de
mieux visualiser les relations entre populations. Les axes les plus discriminants
sont l'axe 1 avec 52,5 % de l'inertie totale et I'axe 2 avec 18,16% de la variabilité .
Les variables' qui contribuent le plus a la construction du premier axe sont le
poids de cabosse, le poids de cabosse vide et le diametre de cabosse: ’axe 1 peut
étre assimilé a 'axe des cabosses. Ljaxe 2 est constitué par le nombre de f2ves par
‘cabosse, et la taille des féves. L'axe 3 quant a lui représente 11 % de la variabilité et
est constitué par l'épaisseur du cortex. Ainsi l'axe 1 oppose les clones Forastero
aux petites cabosses aux Trinitario et Criollo. Globalement, les Forastero Haut
Amazoniens et les Forastero Bas Amazoniens sont regroupés d'une part et les
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Criollo et les Trinitariohsont regroupés d'autre part (Figure 2). Sur le plan 2 /
constitué par les axes 1 et 3, les regroupements sont du méme type que ceux sur le
plan 1, c'est & dire une séparation des Forastero des Criollo.

Dans cette étude oun certaines pépulations ont des effectifs faibles, la
séparation des différents 'groupes est moins nette que I'étude de Engels (1985).
Bien que moins efficaces que les marqueurs moléculaires, les marqueurs
morphologiques restent tout de méme un outil précieux pour structurer
‘globalement la diversité. Ils ne nécessitent pas beaucoup d’investissements mais
par contre ils demandent beaucoup de temps. De plus comme nous l'avons
montré, il n'est pas toujburs facile d'obtenir 1'échantillon qu'il faut pour estimer
certains caractéres. |

2-DIVERSITE REVELEE PAR LES MARQUEURS RAPD

A- MISES AU POINT METHODOLOGIQUES DE LA TECHNIQUE DE
RAPD

Plusieurs facteurs influencent la réussite de I'amplification génique in
vitro de ’ADN comme vu précédemment. Afin d’obtenir un maximum de
robustesse et de répétabilité, certains facteurs ont été testés pour déterminer les
conditions optimales d’amplification.

Effet de la qualité de I’ADN sur les produits d’amplification

 Un des problémes rencontrés au cours des études RFLP sur le cacaoyer est
la qualité de I’ADN extrait des feuilles séchées ou fraiches. Les feuilles de cacaoyer
comme chez certaines plantes contiennent une quantité imertante de
polyphénols et de polysaccharides qui ne sont paé complétement éliminés lors
des extractions. Pour obtenir de I’ADN propice aux analyses RFLP, il faut une
_étape finale de purification au chlorure de césium, aboutissant a l’obtention. de
faibles quantités d’ADN (Laurent et al.,, 1993). Ces extractions rallongent
considérablement la durée des analyses. Pour des analyses RAPD faites chez
d'autres espeéces, il ne semblerait pas nécessaire d’obtenir une trés grande pureté
de ’ADN. Néanmoins nous avons testé le facteur qualité de ' ADN:

- L’ADN matrice 2 partir duquel les réactions d’amplifications ont été

réalisées a été extrait par deux méthodes. -
-Méthode Dellaporta modifiée (voir annexe)
-Méthode Dellaporta suivie d'uhe purification par ultracentrifugation en
présence de Chlorure de césium.

s

Trois clones (H1258, H1380, H1258 x H1380) et deux amorces (D02 et D05)
ont été utilisés avec plusieurs concentrations d’ADN. Nous n'avions pas observé
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concentrations de MgCl,.1,5 mM; 2mM; 2,5 mM, 3 mM avec une amorce’ (D15)
sur cinq clones:

Avec 1,5 mM de MgCl,, certaines bandes étaient absentes chez certains
clones et avec 3 mM de MgCl,, chez certains clones un important bruit de fond
apparaissait. Aussi la concentration de MgCl, a-t-elle été fixée 8 2 mM par
réaction.

Effet de la température d’hybridation

Les températures d"hybridation testées étaient 25°C, 36°C, 40°C, 45°C et 50°C.
Il n'y a pas eu d’amplification a 50°C, et a 45 °C le nombre de produits
d’amplification obtenus était considérablement réduit. De 40°C a 25°C de
nombreux produits étaient amplifiés ind‘iquant une diminution de spécificité
avec la diminution de température. A 36°C , il y avait suffisamment de produits
et peu de bruit de fond. La température de 36°C préconisée par Williams et al.
(1990) a donc été maintenue.

Répétabilité

Lorsque toutes les conditions d'émplifications ont été mises gu point, les
réactions ont été reproduites plusieurs fois afin de tester leur répétabilité.
Certainés amorces ont engendré des produits peu répétables et ceci,
indépendamment de l'importance, quantitative des bandes obtenues: des bandes
mineures aussi bien que-des bandes majeures pouvaient s'avérer instables. Cette
s}tuétion n'était apparemment pas due a un faible pourcentage en GC car toutes
les amorces utilisées avaient un poﬁrcentage en GC supérieur 2 50 %. La
concentration d'ADN adaptée aux amplifications réalisées est de-2,5 ng pour un
volume de réaction de 25 ul mais pour certains génotypes il a fallu doubler cette
quantité. 11 semble que méme avec la purification réalisée au cours de l'extraction
de I'ADN, certains génotypes gardent une forte quantité d'impuretés qui influe
sur le dosage. Certaines. amorces ont donné un nombre assez limité de fragments
et d'autres par contre ont généré de trés nombreux fragments qui étaient 2 la
limite du lisible ( photo 4 ).

B- NATURE DES FRAGMENTS AMPLIFIES

Plusieurs fragmentsA amplifiés ont été isolés et hybridés sur I'ADN de
cacaoyer digéré par plusieurs enzymes de restriction. Plusieurs types de profils
d'hybridation ont été obtenus (photo 5): un ensemble de fragnients RAPD utilisés
comme sondes ont généré des profils d'hybridation a bandes nettes, sans bruit de
fond. Lorsqu'au maximum trois bandes étaient révélées par génotype, les sondes
RAPD -correspondantes étaient classées comme sondes uniques. Lorsque les
autoradiographies révélaient un smear, les sondes ont été classées comme
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répétées dispersées et si le nombre de signaux était supérieur a trois mais
distinguables et dénombrables, les sondes étaient classés comme faiblement
répétées. Un certain nombre de sondes ont donné naissance a des signaux avec -
un importan'; bruit de fond. Une méme amorce pouvait générer aussi bien des
fragments uniques que des fragments répétés. Au total, 12 produits
d'amplifications ont été considérés comme uniques;, 12 comme hautement
"répétés et 12 comme faiblement répétés et quelques fragments sont restés
indéterminés. |

C- FREQUENCE DES BANDES RAPD DANS LES POPULATIONS

La taille des fragments amplifiés variait de 0,3 kb a 2 kb (Tableau 9). Des
différences:de fréquences de bandes entre populations ont été observées. Aucune
bande n'était vraiment spécifique d'une population donnée. Cependant, la
fréquence de certaines bandes était tellement faible dans certaines populations
qu'elles pourraient étre considérées comme absentes si I'on considere que ces
faibles fréquences peuvent étre dues a des problémes de mauvaise classification.
Ainsi, les fragments L05/0,7 et 0,9 peuvent étre considérés comme Spécifiques aux
Forastero et les fragments P03/1,5 et M20/0,6 comme spécifiques aux Criollo et
Trinitario. Le test d’homogénéité de la présence des bandes dans les différentes
populations s'est révélé positif pour certaines bandes mais essentiellement
négatif pour la majorité des bandes car de nombreuses différences ont été

trouvées. -
' FBA Criollo | Trinitario
FHA 15 116 18
FBA - 21 | 14
Criollo e |16

Tableau 10 : Nombre de bandes RAPD'éyant des fréquences différentes entre |
populations (FHA= Forastero Haut Amazoniens, FBA= Forastero Bas
Amazoniens) | [ ‘

Les comparaisons faites entre les groupes pris deux a deux ont donné les
;ésulta;cs présentés dans le tableau 10, Par ailleurs 23 bandes RAPD ont des
fréquences différentes entre les populations Forastero et Criollo (tableau 9 et
figure 3). Ces bandes sont répétées ou uniques. Parmi les 17 bandes de nature
connue a fréquences différentes entre Forastero et Criollo, 13 bandes sont répétées
et quatre sont uniques. Par contre ‘parmi' les 26 bandes a fréquence semblable, 17
" sont de nature connue et il y a autant de bandes uniques (8) que de bandes

répétées (9).
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. Fragment nature Pourcentage de . Niveau de signification des comparaisons deux a

RAPD - présence dans les deux
‘ populations , :

BA C HA T BA-C BA-HA BA.T C-HA CC-T HA-T
rOPD15/0.5 - 8 19 40 4 ns > . ns ns ns =~ %
rOPD15/1.0 - 24 38 76 46 ns »x . ns bl ns *
OPD15/12 - U 8 92 88 74 - ns ns . ns’ ns ns ns
rOPD15/14 - 72 73 68 70 ns ns ns ns , - ns | ns s
rOPD15/18 u 16 92 36 67 i . ns i . > * oot
rOPK(07/0.3 8] 27 41 42 61 - ns ns o ns ns
rOPK07/0.5 R 8 78 38 &4 oo * .o e ns ns
rOPK08/0.3 U 17 & 29 46 . ™ . ns ns * " ns " ns
rOPK08/1.5 - 21 13 29 . 15 ns ns ns ns ns ns’
rOPK(09/0.6 FR 100 8 8 93 * * ns ns ns - ns
rOPK09/1.3 FR 36 32 40 52 ns ns ns ns ns ns
rOPK13/04 . R 8 & 75 74 ns  ns ns ns ns , ns
TOPK13/1.5 R 31 77 33 67 > ns * il ns , *
rOPK15/0.9 FR 35 78 71 29 b * ns ns > »
rOPK15/1.4 1 23 . 74 71 14 voom Rl " ns ns. i bl
rOPL02/0.3 U 83 39 33 92 i il ns ns il i
rOPL02/1.0 R 15 3 25 24 ns ns ns ns ns ns
rOPL02/1.4 U 65 96 92 64 o hid ns ns hal bl
rOPL05/0.7 - . 3 4 68 . 18 i S ns i ns  *
rOPL05/0.9 U 15 0 20 7 * . ns ns * ns ns
rOPL.11/0.6 R 28 88 22 60 Lo ns . * bl * *
rOPL11/0.8 R 16 88 22 56 hid ns had hiad il *
rOPL11/0.9 - 76 56 78 65 ns ns ns ns - ns ns
rOPL19/04 FR 48 96 82 74 R S ns ns * ns
rOPL19/0.5 U 28 50 68 48 ns bl ns ns ns ns
rOPL19/0.8 I 88 9 83 81 ns ns ns ns nis ns
rOPM17/0.6 U 81 65 56 82 ns ns - ns ns ' ns *
rOPM17/1.1 U 81 62 80 32 ns ns i ns ns i
rOPM17/2.1 1 73 85 84 61 ns ns ns ns * *
rOPM20/0.5 FR 64 96 87 88 I ns * ns ns ns
rOPM20/0.6 FR 12 - 74 13 33 il ns ns b s ns
rOPM20/1.8 FR 80 96 78 58 " ns - ns . ns ns ** ns
rOP0O04/0.9 - 38 57 45 70 ns ns * ns ns . ns
rOPO04/1.0 - 75 57 95 80 ns ns ns ’*’* . ns ns

. TOPO04 /14 - 83 86 85 70 . ns ns ns ns ns ns
rOP0O13/08 . FR 40 55 58 54 ns ns * ns ns ns ns
rOP013/0.9 R 8 91 8 9 ns ns ns ns ns ns
rOP0O13/14 U 82 &4 42 9 ns | ** © ns ns * il
rOPO15/0.5 FR 15 96 67 57 i o hd > Al ns
rOPO15/0.6 |8} 19 20 25 50 - ns ns - * ns * CF
rOPO15/20 FR 15 24 4 39 . ns ns - ns * ns **
rOPP03/0.8 - 48 23 58 14 * ns had oo ns e
rOPP03/1.5 I 77 4 8 54 " o * ns el >
rOPP14/0.4 R 19 92. 17 59 > ns ‘f bl e >
rOPP14/0.6 R 27 92 35 52 el ns ns ** il ns
rOPP14/0.9 R 23 29 30 41 ns ns ' ns ns ns ns
rOPP16/06 ~ R 42 8 76 82 L * ®*.  ns ns ns
rOPQ15/0.3 I 84 77 67 89 " ns ns ns ns ns ns
rOPQ15/0.5 R 56 54 46 52 ns ns ns ns ' ns ns

-

Tableau 9: Fréquence des bandes RAPD dans les populations et.comparaisons de fréquences par
le test du Chi-deux: HA= Forastero Haut Amazonien: BA= Forastero Bas Amazonien: C=Criollo
T=Trinitario ns= non significatif * significatif a 0,05. ** significatif a 0,01. U= sonde unique,
R=sonde répétée, FR= sonde faiblement répétée, I= nature indéterminée. '
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' ' Photo 5a: Profil d' hybridation d'une bande RAPD (rOPM17/0.6)
correspondant a une séquence unique amplifiée

Photo 5b: Profil d'hybridation d'une bande RAPD (rOPK13/0.4)
correspondant a une séquence répétée amplifiée




Photo 5¢: Profil d' hybridation d'une bande RAPD (rOPO15/0.8)
correspondant a une séquence moyennement répétée amplifiée



D- ORGANISATION DE LA DIVERSITE GENETIQUE REVELEE PAR
LES RAPD
Analyse factorielle des correspondances

Seuls les 48 individus ayant des ‘données completes ont part1c1pe ala
‘construction des axes factoriels (individus actifs). Les autres génotypes ont été
représentés dans les différents plans en tant qu'individus supplémentaires. Le
plan 1 de I'AFC représente 24 % de la variabilité totale (Figure 4) . Il sépare
distinctement les Forastero Bas Amazoniens, des Forastero Haut Amazoniens
sur l'axe 1 et les Criollo sur l'axe 2. La majorité des Trinitario occupe une position
intermédiaire entre les Criollo et les Forastero Bas Amazoniens. La plupart des
Trinitario américains, comportant probablement un fond génétique Criollo plus
important, se retrouve proche des Criollo sur l'axe 2 ; d'autres, de nature plus
hybride sans doute, occupent une position réellement médiane entre les
Forastero et les Criollo. Quant aux Trinitario Africains, ils sont intermédiaires
entre les Criollo et les Forastero Bas Amazoniens. Au sein des Criollo, quelques
génotypes, ZEA206, Hernandez 212, CHUAO49 et OC61 se distinguent par une
position extréme. Au sein des Forastero Bas Amazoniens, les génotypes
" Nacional(n), ECNR (h), EET59(1), ERJOH(g) et SF23 se retrouvent parmi les
Forastero Haut Amazoniens, et les Guyanais (e) se retrouvent entre les Forastero
Haut Amazoniens et les Forastero ‘Bas Amazoniens. Deux génotypes Forastero,
IFC4 et P32 ‘A se trouvent en dehors des groupes constitués tandis que SPAS et
SPA17 se comportent davantage comme des T,firiitarig sur le plan de AFC. Les
groupes Criollo, Forastero Haut Amazoniens, et Forastero Bas Amazoniens
présentent sur le plan 1 le méme degré de variabilité alors que les Trinitario
semblent plus variables. » .
Le plan 1 de IAFC réalisée a partlr des données sur les bandes amphflees. o
répétées constitue 38 % de la variabilité (Figure 5a). Une séparation des groupes
Forastero et Criollo est obtenue sur l'axe 1. On observe par ailleurs une grande
variabilité des deux groupes. Les Tnmtano sur l'axe 1 se regroupent soit avec les
Forastero, smt avec les Cnollo Au niveau des séquences uniques amplifiées , une
image dlfferente de la variabilité est observée (Figure 5b). En effet sur le plan 1 de
I'AFC représentant 33% de la variabilité, aucune distinction des groupes ne peut
étre mise en évidence. Les 12 séquences répetees amplifiés des RAPD ont ainsi

~mieux structuré la variabilité que les 12 séquences uniques amplifiées .

Classification des génotypes
Classification sur tableau de distances
La figure 6 représente le phénogramme obtenu a partir des indices de
Czekanowski. A un niveau élevé de la classification on sépare trois groupes: un
- 41
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Flgure 6: Phenogramme obtenu au moyen des indices de CZEKANOWSKI sur les donnees RAPD

FHA=Forastero Haut Amazoniens
FBA=Forastero Bas Amazoniens
T=Trinitario_

C=Criollo
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formé essentiellement de Forastero Haut Amazoniens et de quelques génotypes
d’Equateur, de Guyane et du Brésil considérés comme Forastero Bas' Amazoniens,
un autre groupe réunit les Forastero Bas Amazoniens et quelques Trinitario qui
leur sont trés proches et enfin un troisiéme groupe est composé de Criollo et de
- Trinitario. Trois génotypes (N38, IFC4 et ACT2-11) se distinguent par leur
regroupement a ’écart des autres. .

La figure 7 présente le phénogramme obtenu a partir des 1nd1ces de Rogers
et Tanimoto. Les indices varient de 0,185 a 0,617, l'inertie totale est'donc plus
étendue que celle obtenue par les distances de Czekanowski. Tres tot, il y a
scission entre les Forastero et les Criollo. Par la suite , ce sont les Forastero Haut et
Bas‘Amazohiensqui se séparent, donnant deux lignées distinctes. Les Trinitario
ne constituent pas véritablement un groupe au sein du phénogramme car ils
sont associés soit aux Criollo soit aux Forastero. Au sein des Criollo les indices
varient de 0.367 a 0.586 ‘'soit une amplitude de 0,219. A l'intérieur des Forastero
Haut Amazoniens , les indices vont de 0.310 a 0.587 soit une étendue de 0,277
alors: chez les Forastero Bas Amazoniens la variation est de 0.185 a 0.500 soit une
etendue de 0,315. |

Bien que les génotypes ACT2-11, IFC4 et N38 soient intégrés dans le groupe
des Forastero Bas Amazoniens, ils forment une lignée distincte. La comparaison
des deux phenogrammes montre une concordance dans les classifications. Quels:
que soient les indices utilisés, trois grands groupes sont obtenus. Les trois

‘genotypes, N38, IFC4, et ACT2-11 semblent particuliers. Parmi les Forastero Haut

Amazoniens, on retrouve des génotypes classés comme Forastero Bas
Amazoniens (Nacional, EET59, SF23 etc.). La somme des indices de Czekanowski
représenté par le phénogramme est inférieure a celle constitués des indices de
Rogers et Tanimoto. Dans les deux situations, les Criollo semblent plus
homovgénes‘que les Forastero Haut et Bas Amazoniens, mais il faut noter que les
Criollo dans cette analyse sont sous représentés.

Classification a partir des coordonnées des individus sur I'AFC
Les coordonnées des individus prises sur les sept premlers axes
représentant 58,39 % de l'inertie totale, ont été utilisées pour cette analyse Ainsi,
un nombre important d' individus ont pu étre analysés et classés et une bonne
représentativité des groupes a pu étre obtenue. Le dendrogramme obtenu (figure
" 8) sépare les types Criollo des types Forastero. La branche des Criollo comporte
" trois lignées constituées par les Criollo provenant essentiellement du Vénézuela
qui semblent trés homogenes, les Criollo plus variables proches des Trinitario
originaires d'Indonésie et de Costa Rica et enfin les Trinitario. La branche des
Forastero Haut Amazoniens semble trés variable et une grande part de cette
42 '



variabilité a été apportée par des génotypes LCT-EEN. En effet, on retrouve
quelques génotypes de ce groupe parmi les Forastero Bas Amazoniens. Les
Forastero Bas Amazoniens semblent aussi variables et intégrent les génotypes
guyanais. Les clones d’Equateur classés comme Forastero Bas Amazoniens
semblent plus proches des Forastero Haut Amazoniens.
Comparaison des différents types de regroupements
Il est & noter que quel que soit le typé de classification utilisé, trois groupes
sont obtenus: Criollo, Forastero Bas Amazoniens et Forastero Haut Amazoniens.
Alors que le dendrogramme obteniu par les indices de Czekanowski diéﬁngue
d’emblée les trois grandes populations, le phénogramme obtenu a laide des
indices de Rogers et Tanimoto ainsi que celui basé sur les coordonnées de I'AFC
mettent en évidence l'origine commune des Forastero Haut et Bas Amazoniens
avant de les subdiviser en deux-groupes. Du fait de leur caractére hybride les
Trinitario sont rarement mis en évidence en tant que groupe quel que soit le type
de classification mais sont associés soit aux Forastero soit aux Criollo.
Contrairement aux classifications basées sur des indices de distances, la
classification  partir des coordonnées des axes factoriels est la plus conforme a la
classification classique. En outre, elle permet d'intégrer dans l'analyse un nombre
1mportant d'individus.: ' |
. 3-COMPARAISON DELA DIVERSITE REVELEE PAR LES CARACTERES
MORPHOLOGIQUES ET CELLE REVELEE PAR LES RAPD
La structure globale de la diversité génétique révélée par les RAPD est
différente de celle révélée par les marqueurs morpholog{ques. En effet, alors que
"les marqueurs RAPD discriminent les différents groupes de cacaoyers, les
marqueurs morphologique ne discriminent que deux groupes: Trinitario et
Criollo d‘uﬁe part et Forastero d'autre part, car au niveau des caractéres
morphologiques les Criollo sont sous représentés. Lorsque les séquences répétées
RAPD sont considérées, alors davantage de similarités sont trouvées. En fait les
séquences fépétées RAPD et les marqueurs morphologiques ne discriminent que
les groupes dont les différences sont les plus marquées comme c'est le cas entre
les Forastero et Criollo. Quant a la diversité révélée par les séquences uniques
amplifiées, elle est différente de celle révélée par les marqueurs morphologiques
car elle ne sépare pas réellement les différents groupes mais cela est peut étre du
au nombre de marqueurs dans cette étude. ' |
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4- COMPARAISON RFLP/RAPD. .
. Les résultats de cette compara1son sont décrits dans l'article a paraitre dans
Heredlty
COMPARATIVE GENETIC DIVERSITY STUDIES OF THEOBROMA CACAO
L. USING RFLP AND RAPD MARKERS par] A. K N goran V. Laurent, A. M.
Risterucci and C. Lanaud.

Les principales conclusions auxquelles nous avons abouti sont:

- Les RAPD aussi bien que les RFLP /cDNA structurent mieux la diversité de
l'espece que les isozymes et les marqueurs morphologiques (figure 8 et figure 9).

- Ils ont permis d'identifier des groupes a partir des clones étudiés- Ils structurent
les cacaoyers en Forastero Haut Amazoniens, Forastero Bas Amazoniens et
Criollo. Ils révelent de la variabilité dans les trois groupes.

- Ils représentent un outil de classification sur la base de ces groupes

- Les RFLP et les RAPD.ont mis en évidence quelques cas probables de mauvaise’
classification : les Forastero Bas Amazomens d'Equateur sont soxt des hybrides ,
‘'soit des Forastero Haut Amazoniens mais ne se classent pas parmi les Forastero
Bas Amazoniens. ‘ |

-Bien que certains Trinitario soient difficiles a séparer des Criollo, nous avons mis
en évidence un ensemble de génotypes Criollo suffisamment distinct des
Trinitario. Il proviennent en général du Vénézuela dans notre analyse.

-Des génotypes particuliers ont été mis en évidence . Certains l'avaient aussi été
par les RFLP.
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ABSTRACT

The genetic d1versxty of 106 genotypes of Theobroma cacao L. was assessed
using RFLP and RAPD methods. Thirty one ¢cDNA probes and 19 primers
generated respectively 87 and 49 polymorphic bands that were submitted to
factorial and cluster analyses. Both RFLP and RAPD bands ‘sep‘arated the
individuals into three distinctive groups. Some genotypes did not correspond to
.the currently accepted classification and are considered to have been originally
misclassified. The nature of RAPD bands was investigated by Southern analysis.
There were as many highly repeated sequences as single copy sequences but the
two types of sequences did not structure the variability in the same way. Similar
results were obtained with RFLPs and RAPDs with regard to the genetic structure
of Theobroma cacao L. Therefore, RAPDs appear to be as efficient as RFLPs for
classifying cocoa genotypes.

INTRODUCTION

Based on morphological characteristics and geographic distribution,
Theobroma cacao L. has been subdivided into three main groups namely
Forastero, Criollo and Trinitario. Forastero clones have originated in the
Amazonian region of South America and possess green pods with
. predominantly purple seeds. Most cultivated clones are Forastero which
represent over 80 % of the world cocoa production. Forastero have been further
subdivided into Upper Amazon and Lower Amazon due to their geographic
locatioris and to some distinctive characteristics (e.g. precocity and disease
resistance). Criollo were the first domesticated cocoas and have originated in
Central Arierica and in the north of South America. They possess large white or
rosy beans that give a desirable chocolate although they have poor agronomic
value. Trinitario are hybrids between Criollo and Forastero. The great variability
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of pods and seeds makes it difficult to distinguish cocoa groups. Moreover, lack of
information on a large number of clones limits their use in breeding programs.
Although morphological characters have allowed Engels (1986) to
discriminate Criollo from Forastero within a pool of 294 genotypes, they are
 affected by environmental effects and are difficult to measure due to continuous
variation. In 1987, Lanaud used six enzymatic systems representing 9 loci to-assess
the genetic diversity of 350 genotypes of cacao. She uncovered great variability
among Forastero clones as was encountered by Pound (1945) during his collecting
trips in the Upper Amazon region, but the small number of enzymatic markers
available did not allow the fine discrimination of groups as described by
Cheesman (1944). The availability of new, abundant and neutral genetic markers
has allowed some progress in the distinction of groups. Laurent et al(1993a, 1993b,
in press) used three types of RFLP probés to assess the geneticﬁiversity of 203
genotypes. Ribosomal nuclear DNA probes distinguished Criollo, American
Trinitario and Forastero. Mitochondrial probes revealed considerable variability
among -Criollo clones and cDNA probes confirmed the original structuring into
Forastero and Criollo. However, the RFLP technique is labour intensive and the -
use of radio-élements makes it difficult to extend its use to developing countries.
RAPDs on the other hand are easier to develop and handle (Williams et al, 1990)
and have proved to be ~valuable for a number of purposes. They have been used
. for establishing genetic linkage maps (Carlson et al, 1991; Fauré et al, 1993), for
fingerprinting (Fukuoka et al. 1992; Wilde et al. 1992) and for diversity studies
(Kazan et al, 1993 ; Stiles et al.. 1993). Although RAPDs are simple, their results are
sometimes controversial due to lack of repeatability of some amplification
products. In this study, we compare the structure of the genetic variability
obtained by RAPD and RFLP methods, to test the general reliability of RAPD
technique in cocoa in order to apply it for cocoa germplasm characterization as a
possible alternative to RFLPs.

MATERIALS AND METHODS

Plant Material

A total of 101 genotypes of Theobroma cacao L. belonging to various groups
. and origins were collected from different -research stations as dried leaves and
used for RFLP studies (Table.1). One hundred and six accessions (Table 1) were
used for RAPD analyses (101 common to both studies). ‘
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c¢DNA isolation ,

cDNA probes were synthesized from fresh seed tissue using Pharmacia
kits. They were ligated into pUC18 and used to transform strain DH5a. of E. coli.
Plasmids were isolated by minipreparation and inserts were amplified by PCR
and extracted from low melting gels.

Total DNA extraction and RFLP procedures

Total DNA was extracted from dried leaves as described by Laurent et al.
(1993a, 1993b). Five ng of total DNA were digested with fou} restriction
enzymes(EcoRI, Xbal, EcoRV, HindIII) and transferred to a hylon‘membrane
(hybond Nt). Thirty one cDNA probes were labeled by random priining with
32PdCTP" and used .to probe blots comntaining digested total DNA.
Prehybridizations and hybridizations were performed overnight at 42°C in a
solution contammg 50% formamide 6xSSC, 5xDenhart, 0.5% SDS, 25 ug/ml
herring sperm DNA. Autoradiographs were exposed at -80°C for a week. -

RAPD procedures -

Each amplification was performed in a reaction volume of 25 pul containing
1x Promega reaction buffer, 0.2 uM of primer, 1.5-mM MgCl2 200 uM of each of
dNTPs, 5 ﬁ,g of total DNA and 1.5 unit of Taq polymerase (Promega). Primers
from Operon Technologies (Kits D, K, L, M, P, Q) previously screened in a
mapping proiect were used. Amplifications were carried out in a Techne PHC2
thermocycler. After an initial denaturation step at 94°C for 5 min, 43 cycles of 1.
min at 93°C, 50 sec at 36°C, 2 min*at 72 °C were performed followed by a final

-incubatioh phase of 10 min at 72 °C. Amplification products were then analyzed

by electrophoresis in 1.4 % agarose gels run at 100 V for 3 to 4 hours in a TBE
buffer and stained with ethidium bromide. Repeatability tests and primer
screening were conducted on a sample of 19 genotypes belonging to different
origins. Nineteen primers generated 49 stable and readable bands that were scored
for their presence or absence. |

The nature of 39 polymorphic RAPD products was investigated by
Southern analysis. Amplification product leftovers were allowed to migrate
overnight in 1.2 % low-melting agarose gels. They were extracted from gels and
hybridized to blots containing total DNA of five clones digested with five
restriction enzymes(Bglll, EcoRl, Xbal, EcoRV, HindIIl)as described in the RFLP
procedures.

Statistical analyses

RAPD or RFLP data were scored as presence or absence of bands in each
genotype. A chi square test was used to compare the frequencies of RAPD bands
in populatlons Data were then subjected to factorial analyses of correspondences
(FAC) (Benzecri, 1973). Cluster analyses were performed on the coordinates of
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factorial axes and phenograms were built by the average method (UPGMA). After
investigation of RAPD bands, singlé copy and highly repeated sequences were

analyzed separately. All statistical analyses were performed usmg ADDAD
software (Addad, 1985).

RESULTS

A) cDNA analysis
Thirty -one cDNA probes produced 87 polymorphic fragments that were
scored for their presence or absence in the genotypes. '

The first plane of the factorial analysis (Fig 1) represents 31.2 % of the total
variability. It distinguishes Upper, Amazon Forastero, Criollo and Lower Amazon
Forastero. Forastero clones exhibit a wider range of variability compared to
_Criéllo clohes. Trinitario clones cluster either with Criollo or with Lower
Amazon Forastero. In the Forastero grdup, the Scavina genotypes (a, b, ¢) known
as good parehts in crosses lie outside the pool of Upper Amazon clones. Wild
French Guyana clones (¢, f), some Ecuadorian clones (h, 1) and some genotypes -
from Brazil (g, k, m) are not included within the Lower Amazon Forastero group.
Criollo genotypes, except some (1,2,3) are concentrated in the lower right quarter
of the plane.

A phenogram based on coordinates of factorial analysis identified Upper
Amazon Forastero, lower Amazon Forastero and Criollo (data not shown).
Trinitario clustered either with Lower Amazon Forastero or Criollo clones and a.
small cluster compriseswthe Upper Amazon Scavina genotypes.

B) RAPD analysis
Nature of RAPD products in cocoa

Southern analysis of RAPD products revealed three types of patterns: 12
amplification products used as probes gave one to three bands on blots and were
therefore considered as siﬂgle copy sequences, 12 other products generated a
smear on blots and were assimilated to dispersed highly repeated sequences and a
third type of product induced more than three discrete bands with or without
background smears. This last type could not be unambiguously assigned. Some
amplification products could not be extracted alone from gels whatever the
duration of migration because they were too close to other bands.

Level of Polymorphism and comparison of RAPD products in populations

The 19 primers generated 1 to 5 polymorphic fragments. The size of bands
" ranges from 0.3 to 2 kb. Some bands occur more often in some populations. A chi
square test was performed on data for uniformity of band presence in the
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populations (Table 2). Significant differences in frequencies were revealed for
some bands$ although no population specific band was obtained. A pairwise
comparison of frequencies in populations revealed that Lower Amazon Forastero
clones are close to Upper Amazon Forastero and to Trinitario. Trinitario are also
related to Criollo as was expected from current classification.
Diversity organization | |

a) Bulk polymorphic RAPD products analysis

The first plane of the FAC using all polymorphic bands w1thout any
distinction of their nature represents 24.3 % of the total variability (Fig 2). The
- first axis discriminates Forastero into UppeY Amazon and Lower Amazon, while
the second axis distinguishes Forastero from Criollo. Trinitario clones spread
between Lower Amazon Forastero and Criollo. Most American Trinitario,
probably with a strong Criollo background, cluster with Criollo and African
Trinitario are characterized by a median position between Criollo and Lower
Amazon Forastero. Some Ecuadorian clones (h, n, 1), Guyana populations (e) and
some Brazilian clones (g, k), usually classified as Lower Amazon Forastero,
cluster hoWexfer with Upper Amazon Forastero. Some Forastero genotypes (5, 6,
7, m) are characterized by a median po’sition between Criollo and Forastero.
Upper Amazon Scavina clones (a, b, c) are well integrated within their group"
while the clone P2'(4) is included in the Lower Amazon Forastero group.
Forastero and Trinitario show a wider range of variability than Criollo. Cluster

qnalysié as well as FAC distinguishes Upper Amazon Forastero, Lower Amazon
Forastero and Criollo but did not identify most Trinitario as a separate group.
With the cluster analysis, Trinitario clones group together either with Criollo or
with Lower Amazon Forastero (data not shown).

b) Analysis of smgle copy ‘and repeated sequences derived from RAPD
‘products  The first plane of the FAC on the 12 single copy RAPD bands
represents 33 % of the variability. Forastero and Criollo could not be identified as
separate grdups (data not shown). Repeated sequences, on the other hand,
structured the diversity better. The first plane, which accounts for 38.6 % of the
total variability, (Fig 3) distinguishes clearly Criollo and Forastero. No
discrimination could however be made between Upper and Lower Amazon
Forastero clones. Trinitario are mixed up either with Forastero or with Criollo.

DISCUSSION AND CONCLUSION

RAPD fragments are DNA sequences amplified by a polyinerase. “They
could cover the entire genome by revealing coding or non coding regions,
repeated or single copy sequences. The number of repeated sequences is correlated
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with the size of the genome (Vedel and Deléeny, 1987; Lapitan; 1992), and Lanaud
et al. (1992) and Figueira et al. (1992) showed that the cocoa tree has a small
genome of 0.4 pg per haploid cell. One could, therefore, reasonably expect a
relatively 10w percentage of repeated sequences in the cocoa genome. However,
in the present study, more repeated sequences (high or low repeats) were found
than single copy sequences. Repeated sequences may have been preferentially
amplified by the RAPD technique. Repetitive and single copy sequences do not
reflect the same evolutionary processes. According to Delseny et al. (1988),
repetitive sequences could evolve more rapidly than single copy sequences by
amplification and transposition. Amplified single copy probes were expected to
structure the variability in the same way as cDNA sequences but, probably due to
' the number of sequences analyzed, different features were observed. Amplified
single copy sequence probes in this experiment gave similar results to enzymatic
markers (Lanaud, 1987), revealing 'a wide range of variability among Forastero
group without a clear distinction between Forastero and Criollo. Amphﬁed
‘repeated sequence probes on .the other hand gave the same results as
morphological characters by separating Forastero from Criollo. Twelve repeated
sequence probes were enough to discriminate the two major groups as did 39
morphological characters, cDNA and rDNA probes. Those repeated sequences
seem to be well distributed over the ’genoiﬁe and are different from rDN'A which
is-a specific repeated 'sequence. In cocoa, the analyses of ¢cDNA, rDNA, '
morphological characters and dispersed repeated RAPD sequences separated
Criollo from Forastero and probably reflect ancient events that took place prior to
the sepérati’on of Forastero into two subgroups. Forastero and Criollo genotypes
might have first differentiated independently on each side of the Andean barrier
as suggested by Cuatrecasas(1964). Later, mutational, transpositional and
amplification events allowed a further genetic discrimination of Upper Amazon’
Forastero from Lower Amazon Forastero as shown by RFLP (Laurent et al. in
"press) and by RAPD analyses. Trinitario clones have a hybrid origin, and are
difficult to separate from Criollo or Lower Amazon clones most of the time. Only
RAPD analysis has differentiated some of them.

RAPDs in cocoa seem to be a valuable tool to classify genotypes and are as
useful as other complex methods of investigation. They have made it possible to
gain access to several events of the domestication of Theobroma cacao L.,
particularly recent events such as the creation of Trinitario. Figueira et al. (1993)
and Lerceteau (1992) reported that they could not group genotypes according to
the existing classification using RFLP and RAPD markers. The differences in the
results may have arisen from the smaller size and the constitution of the
population analysed. '
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Some genotypes are apparently misclassified by both types of molecular
markers: ECNR(h), EET59(1) and SF23(d). This is not surprising for some
Ecuadorian genotypes called "Nacional". Ecuador nacional cocoa comprises
genotypes with plump whitish beans usually classified as Lower Amazon clones
(Soria, 1970) or Criollo clones (Enriquez, 1992). From these analyses based on two
types. of molecular markers, strong evidence exists that those clones are more
related to Upper Amazon or Trinitario clones.

The cocoa clones from Brazil are shown by RAPD and RFLP/cDNA to be
heterogeneous. Some show little variability and cluster with african Amelonado
clones whose ancestors they are supposed to be . Others like Erjoh genotypes
collected in the western part of Brazil are more diverse. Erjoh clones, on the
plane of the factorial analysis spread in between Upper Amazon clones, to which
they are close geographically, and Lower Amazon Forastero. Some types behave
" like Trinitario and are located in between Forastero and Criollo.

The observed diversity within Brazilian wild germplasm is in accordance
with the findings of Marcio et al. (1987) who collected plant material in the
Rondonia area: those clones fit into a complex of djverse but genetically related
clones. ‘ N ;
Alfhougll a rather global agreement exists between RFLP and RAPD
techniques Ifor cocoa diversity studies, .some particular results are obtained from
each one. In the factorial analysis of cDNA data, Scavina genotypes are somewhat
isolated from the other members of the 'Upper Amazon group whereas in the
RAPD analysis they fit well in the group. P32A (5) and IFC4 (7) appear distinct on
RAPD analysis, but are quite integrated in their usual respective group of
classification in the cDNA analysis. These genotypes should be studied in more
detail. ‘ .'

Based on these results, RAPD is an appropriate technique for studying the
diversity of cocoa populations as RAPD analyses are fast and well suited for
surveying large samples of genotypes like those held in international genebanks.
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., Fréquences alléliques | Fréquences alléliques |.
LOCUS E1(N=180) E2(N=102)| [LOCUS . E1(N=180) E2(N=102)
cTcCIR9 - n=179 n=99 .| [cTcCIR33 n=162 - n=86
allele] 034 - 034 ~allelel - 0.85 0.87
Call2le2' 066 066 .| ©oallele2  0.15 0.13 .
" Diversité: 045 045 | | Diversité ©  0.26 0.23
cTcCIR25 “n=180. = n=100 |. [cTcCIR42 =164 . n=85
allele 1 0.04 . 0.05 allele 1 0.81 0.80
allele2 ~ 0.96 , 0.95 - allele2 0.19 0.20
Diversité ~ 0.08 0.10 Diversité  0.31 0.32
cTcCIR22  © n=179 n=100 cTcCIR26 n=164 . n=88
| allelel” 006 °  0.06 " allklel 072 0.71
-allele2 | 094 ©0.94 allele 2 0.28 0.29
Diversité =~ 0.11 . 011 Diversité 040 - 041
cTcCCIR12 'n=180 . n=99 cTcCIR68 n=155 n=88.
alllel 056 056 } . allelel 053 0.50
allele2 044 044 allele2 043 - 0.45
Diversité 0.49 - 049 ‘ allele3  0.04 0.05
cTcCIR2 . n=176 n=96 ' Diversité 053 0.55
allele 1 0.50 - 047 "~ |cTeCIR39 n=158 n=85
allele2 050 0.53 - allelel 070 0.69
“ Diversité  0.50 0,50 allele2 028 0.28
cTcCIR3 ., n=171 n=94 allele3  0.02 0.03
allelel  0.19 0.20 ' Diversité  0.43 0.44
allele2  0.67 0.53 cTcCIR72 n=155 n=92
~allkle3 014 0.27 - allklel 073 0.69
Diversité ~ 0.53 . 061 allele2  0.27 0.31
c¢TcCIR29 n=172 n=97 Diversité 0.39 043
| allelel 088 087 |  |cTcCIR28 n=160 n=87
allele2  0.12 0.13 allelel 095 0.94
. " Diversité . 021 . . 023 . allele2 0.05 . 0.06
|[cTeCIR21 n=170 n=88 : Diversité 0.10 011
,allelel 048 0.45 cTcCIR80 n=143 ‘n=80 .
allele2 052 055 | alltlel 013 . 0.14
Diversité . 050  0.50 allele2  0.87 - 0.86
: Diversité 023 . 024

Tableau 11: Fréquences alléliques et indices de diversité au sein des échantillons
utxhses pour les,analyses RFLP (E1) et pour les analyses RAPD (E2)
n-—nombre de genotypes



Tableau 11 (fin)

Fréquences alléliques o Fréquences alléliques |
LOCUS - EI1(N=180) E2(N=102)| |LOCUS E1(N=180) E2(N=102)
cTcCIR6 n=149 n=77 cTcCIR5 n=137 n=71
allelel  0.76 0.8t ‘ alldlel ~ 092 0.96
allele2  0.24 0.19 allele2  0.08 - 0.04
~ Diversité  0.36 0.31 - Diversité  0.15 0.08
|cTeCIR30 - n=170 - n=90 cTcCIR35 n=155 n=87 -
allelel  0.55 0.50 " allelel . 0.05 0.06
allele2  0.42 0.44 allele2 095 0.94
allele3  0.03 0.06 Diversité ~ 0.10 0.11
Diversité  0.52 0.55 cTcCIR17 n=133 n=70
cTcCIR83 n=146 83.00 alleller 091 - 090
allele 1 0.54 0.57 allele 2 0.09 0.10
allele 2 0.46 0.43 Diversité 0.16 0.18
Diversité  0.50 0.49 cTcCIR43 -  n=124 n=61
cTcCIR71 =146 n=83 allele1  0.33 0.35
allklel  0.39 0.33 Calltle2  0.25 0.20
“allele2 ¢ 0.51 0.60 allkle3 042 . 045
allele 3 0.02 . 0.02 + Diversité.  0.76 0.64
“alleled  0.08 0.05 cTcCIR32 n=176 = n=93
Diversité 0.58 0.53 allele 1 0.31 0.32
cTcCIR15 n=140 n=79 allele2  0.67 0.65-
allele 1 0.12 0.16 allele3, 0.00 0.01
allele2  0.88 0.84 allkle4  0.02 0.02
Diversité  0.21 '0.27 Diversité 047 0.47
cTcCIR31 n=132 n=70 ‘
allele 1 0.45 0.52 ' . A ,
. . allkle2 " 050 0.39° [Diversité globale ~ 0,37 . 0,37
allele 3 0.05 0.09 - '
Diversité 0.57 057




5 PARAMETRES GENETIQUES DE LA DIVERSITE REVELEE PAR LES
RFLP '
A- DIVERSITE GLOBALE

Pour les 27 locus cDNA analysés, le tableau 11 montre les fréquences
alléliques au sein d’un échantillon de 181 individus analysés par les RFLP et au
sein de celui de 101 individus utilisés pour les analyses RAPD. Le nombre
d’individus par locus varie de n=124 4 180 d’un c6té et de 61 a 100 a cause des
donnéés manquantes. La comparaison des fréquences alléliques au sein des deux
groupes d’échantillons montre peu de différences, indiquant que le sous
échantillon de 101 individus est représentatif de I'espece. Si on s’accorde sur la
définition d’un locus polymorphe en disant qu’il s’agit d’un locus avec au moins
deux alleles et dont I'allele le plué rare a une fréquence supérieure ou égale a 0,05,
_alors le pourcentage de locus polymorphe est de 96,30. Ce pourcentage ne tient
pas compte des locus monomorphes sur les cinq génotypes qui ont servi au tri des
. couples enzyme-sondes. Le nombre moyen d’alleles par locus est de 2,30
(S:E=0,12) et le taux d’hétérozygotie moyen ou diversité de Nei est de 0,37
(5.E.=0,03: 0,157 avec isozyme). Le test global d’'équilibre de Hardy Weinber‘g ainsi
‘que le-test spécifiqﬁe par locus montrent une déviation significative. Seuls 4 locus
sur 27 sont en équilibre au sein des cacaoyers analysés. Ce déséqu111bre peut étre
attribué a plusieurs causes dont les types de croisements en cours au sein de la

populatlon et la, subd1v151on en sous populatlons, mais aussi la sélection ou la
rmgratmn

B- DIVERSITE SELON LES ORIGINES GEOGRAPHIQUES ,

Le tableau 12 donne les valeurs par locus des fréquences alléliques, de la
diversité de Nei et du taux d'hétérozygotie observée dans chaque groupe
géné'tique. Au sein des Criollo, deux alléles sont fixés: l'alléle 1 de cTcCIR33 et
allele 2 de)c{TcCIRzz alérs_ qu'aucun ne I'est au sein des Forastero. Certains alleles .
ont des fréquences faibles dans les deux populations. Dix neuf % des alleles au
sein des Forastero et 22'% au sein des Criollo ont une fréquence inférieure ou
égale a 0,1. D'autres alleles sont présents dans une population et pas dans T'autre.
.Cependant cette situation n'est pas fréquente et les alléles spécifiques des deux
groupes sont peu nombreux : 4 alleles peuvent étre considérés comme spécifiques
aux Criollo:.Ce sont l'allele 1 de c¢TcCIR9, l'allele 2 de c¢TcCIR42, l'allele 2 de
cTcCIRS et l'allele 3 de cTcCIR68 et trois sont spécifiques aux Forastero: 'allele 1
de cTcCIR22, l'allele 1 de cTcCIR3 et l'allele 2 de ¢TcCIR33. Le nombre moyen
d'alleles par locus et par population, le pourcentage de locus polymorphes, la
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0.30

-|Locus’ Forastero  Criollo |[Locus Forastero Criollo
cTcCIR9 N=71 N=40 |[cTcCIR30 - N=66 N=40
allele 1 0.06 0.57 allelel  0.61 041 .
allele 2 0.94 0.43 alltle2  0.33 0.59
H 0.11 050 - allele 3 0.06 0:00
" Ho 0.00 0.00 H 0.52 0.49'
cTcCIR25 N=72 N=40 ‘Ho 0,32 0.58
allele 1 0.06 0.03 | cTcCIR33  N=57 N=40
allele2 094 097 allelel 075 - 100
-+ " H 0.11 005 allele2  0.25 - 0.00
Ho 0.08 - 0.05 " H 0.37 *0.00
cT¢CIR22 N=71 N=40 " Ho 0.18 - 000
allele 1 0.13 - 0.00. ‘ . . .CR
: allele 2. 0.87 1.00 cTcCIR42 N=65 U N=35
.. H 022 ' 0.00 allele 1 090 - 0.67
: - Ho . 0.09 ~0.00 allele 2 0.09 0:33
¢TcCIR12 - N=72 N=40  allele 0.01 - 0.00
allele 1 0.62 0.50 'H 0.18 0.45
allele 2 0.38 0.50 . Ho  0.08 0.20
H 0.48 0.51 ¢TcCIR26 - N=65 N=36
Ho 0.26 0.45 allelel  0.89 0.47
cTcCIR2 N=71 N=38 allele2 011 0.53
" allklel 0.63 0.38 H 0.19 0.51
allele 2 0.37 0.62 Ho 0.12 0.56
H 0.47 048 | cTcCIR68 N=57 N=36
Ho 0.34 0.55 allele 1 0.79 0.22
¢TcCIR3 N=70 N=35 allele 2 0.21 0.67
allele 1 0.34 0.06 allele 3 0.00 0.11
allele 2 0.54 0.57 H 0.33 0.50
allele 3 0.12 0.37 Ho 0.32 0.19
H 0.58 0.54 | cTcCIR39 N=64 N=31
Ho . 0.29 0.17 allelel ~ 047 0.84
cTcCIR29 N=68 N=39: allele 2 0.48 0.16
allele 1 0.79 0.94 allele 3 0.05 0.00 .
allele2 © 0.21 0.06 H 056 .0.28
H 034 0.12 + Ho 016 0.19
Ho 0.25 0.13 cTcCIR72 ‘N=63 N=37
cTcCIR21 N=70 N=35 allelel - 0.78 0.70
allele 1 0.48 0.66 allele2 022 030 .
allele 2 0.22 034 - H 035 0.42
H 0.50 046 Ho 0.22 0:32
" Ho 0.34 ‘

. Tableau 12: Fréquences allélliques et indices de diversité par locus

au sein des populations Forastero et Criollo. _

H= Diversité de Nei Ho= Hétérozygotie observée
N=nombre de génotypes -
E.S. erreur standard
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Locus Forastero Criollo Locus Forastero Criollo
cTcCIR28 N=63 N=36 | cTcCIR31 N=52 N=34
allzle 1 0.96 0.90 allellel - 0.39 0.35
allele 2 0.04 0.10 allele 2 0.51 0.60
H 0.08 0.18 allele 3 0.10 0.05
Ho, 005 = 014 H 058 0.52
+ ¢TcCIR80 N=61 N=26 .~ Ho 0.14 0.41
allelel - 0.20 0.10 cTcCIR5 N=42 N=37
" allkle2  0.80 090 .| alllel  0.87 0.95
.+ H 0.32 0.18 allele 2 0.13 © 005
| Ho 016 0.12 H . 023 0.10
- cTcCIR35 © N=59 N=36 - *  Ho 0.26 © 011
Callelel T 007 0.04 cTcCIR17 N=45 N=33
allele?  -0.93 096. | - allelel 0.99 0.77
L, H 013 0.08 - allele2  -0.01 0.23
' Ho - 007 - 0.03 . H 0.02 036
cTcCIR6 N=54  N=36 Ho 0.02 0.15
allele 1 0.44 0.94 cTcCIR43 N=45 N=29
allele2 056 0.06 ~allelel  0.03 0.69
H 0.50 0.11 allele2 © 0.38 0.17
- Ho, 026 - 0.06 , allele 3 059 014
cTcCIR83  N=59  N=36 : H 0.52 0.48
Callelel ¢+ 0.70 - 038 Ho 0.07 0.48
allele 2 030 - 0.2 ¢TcCIR32 N=71 'N=39
042 - 0.48 allelel - 0.15 0.55
Diversitt ~ 025 031 °® allele2 0.84 0.45
" .cTcCIR71" N=54 . N=34 allele 3 0.01 < 0.00
“allele 1 037 053 H 0.27 0.50
alltle2 . 0.4 0.41 * Ho 0.24 0.69
allele 3 001 . 0.04 '
allele 4 0.18 0.02
H 0.64 0.56 |H globale 0.35 0.33
Ho 0.26 '0.38 |ES. 0.03 0.04
cTcCIR15 N=52 N=36 |Ho globale 0.18 0.25
allele 1 0.26 0.05 |ES. - 0.02 0.04
allele 2 0.74- 0.94
allele 3 0.00 0.01
H 0.39 011,
Ho 0.10 0.11

Tableau 12(fin)



Locus Fis-Forastero Fis-Criollo Fst

cTcCIR9 1 1 0.51
cTcCIR25 0.21 -0.01 0
cTcCIR22 0.62 - : 0.08
cTcCIR12 0.45 0.11 0.01
cTcCIR2 0.28 -0.16 0.11
cTcCIR3 0.51 - 0.68 "0
cTcCIR29 0.26 - -0.05 0.7
cTeCIR21 0.4 0.25 - 0.5
cTcCIR30 0.39 -0.17 - 0.09
cTcCIR33 0.53 . - 0.2
cTcCIR42 10.58 0.56 10.15
cTcCIR26 0.37 -0.1 . 0.36

" cTcCIR68 0.06 - 061 . 0.4 ,
cTcCIR39 0.72 0.3 . 0.18
cTcCIR72 . 0.36 0.24 . 0
_cTcCIR28 0.38 0.22 0.01 .

- cTcCIR80 1 0.49 . 0.35 0.01
cTcCIR35 -~ - 0.47 0.66 -0,01
CTcCIR6 0.48 0.48 . 0.41
CcTcCIR83 0.4 0.036 - .0.18
cTcCIR71 0.6 031 - 0.02 -
cTcCIR15 - . 0.75 ~ -0.03 0.12 '
cTcCIR31 0.77. c0l21 0 -
cTcCIR5 . -0.14 -0.04 . 0.02
cTcCIR17 0 . 0.58 0.2

.. cTcCIR43 . 0.87 0 0.39 =

- €TcCIR32 0.1 -0.39 0.31
moyenne '0.48 < .0.25 0.18 |
-6cart type 0.05 0.08 0.04
1.C. & 95% 0,39-0,57 . 0,09-0,41 0,12-0,25

-

Tableau 13 Valeurs des parametres F au sein des Forastero
et des Criollo
I.C= Intervalle de confiance



-

diversité de Nei ainsi que les Fis sont donnés dans le tableau 13. Les deux groupes

génétiques ne sont pas trés différents au niveau de la richesse allehque car un

seul allele est absent au sein des Forastero et cinq au sein des Criollo par rapport a
la population non subdivisée qui compte 64 alleles . De méme, au niveau de la
diversité de Nei, les deux aires geographiques représentées par les deux
populatlons Forastero et Criollo sont comparables. Le test d’équilibre de Hardy
Weinberg indique un déséquilibre de liaison pour la majorité des locus . En effet,
18 locus sur 26 observes, présentent un déséquilibre au sein de la populatmn.
Forastero et 10 locus sur 25 au sejn des Criollo. Le test de différenciation par
- comparaison simultanée des populations deux a deux, indique une différence
significative entre les deux origines génétiques. En effet 16 locus sur 27 présentent
une différenciation de type géographique. Les trois types d’indice de fixation de
Wright sont présentés dans le tableau 13 pour chaque locus et pour chaque
population. Le tableau 14 récapitule les données par population. '

Forastero Criollo
N moyen d’alleles-par 2,33 (0,11) 2,19 (0,12)
locus CE.S.)
*% locus polymorphes |92,59 85,19
Diversité, H (E.S.) 0,35(0,03) - 10,33(0,04)
Héterozygotie observée |0,18(0,02) 0,25(0,04)
Fis o 0,48(s=0,04) |0,25(s=0,08)
1C.Fs 1039057 |0,09-0,41
teq | 0,76 0,94

Tableau 14:* Valeurs moyennes des parametres génétiques des Forastero et des
~ Criollo: H= _Diversité de Nei, I.C.= Intervalle de confiance, teq= taux d'allogamie
estimée a léqulhbre de HW., E.S= erreur standard, s= écart type.

* Polymorphlsme qui ne tient pas compte des locus non polymorphes sur les
- génotypes ayant servi au tri des couples enzyme -sonde. |

-

Les valeurs de Fis par locus des Forastero varie de -0,14 a 1 avec une
moyenne de 0,48. Pour la population Criollo, Fis varie de -0,39 2 1 avec une
moyenne de 0,25. Les valeurs moyennes fortes de Fis sont observées au niveau
des deux pbpulatiohé indiquant une forte structuration intrapopulation. Les
valeurs de Fst entre les deux populations varient de 0,00 & 0,51 avec une moyenne
de 0,18. L'intervalle de “confiance a 95% du Fst obtenu par reéchantillonage
(bootstrap) sur les locus varie de 0,11 a 0,25 et ne contient pas la valeur 0
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Locus HA BA CR 1R

" |cTcCIR9 ~ N=37 N=34 - N=40 N=59
alltlel 005  0.06 0.58 0.51
allkle2 095 - 0.9 042 049
Diversité ~ 0.10 0.11 0.49 . 050
cTcCIR25 N=37.  N=35 N=40 N=59
. allelel  0.09 0.01 003 - .03
allele2 091 0.99 097 097 *°
Diversité ~ 0.16  0.03 0.06 + 0.5
cTcCIR22 N=36  N=35' N=40 N=59
‘allelel 014 011 - 0.00 0.01
allle2  0.86 089 - 1.00 0.99
Diversité  0.24 0.19 10.00 0.02
cTcCCIR12 N=37 N=35 N=40 = N=59
allelel 041 0.84 0.50 0.59
allele2  0.59 016 050" 0.41
Diversité ~ 0.49 026 051 - 0.48
cTcCIR2 N=37 N=34 N=38 N=58
alllel  0.57 0.71 0.38 . 0.49
allele2  0.43 0.29 0.62 0.51
Diversité  0.49 042 , 048 0:50
cTcCIR3 N=38 N=32 N=35 N=57
allelel 055 0.09 0.06 0.03
allele2  0.26 088 057 094
allele3  0.19 0.03 0.37 0.03
Diversité  0.60 0.23 0.54 0.12
cTcCIR29 N=34 N=34 'N=39  N=57
allklel  0.63 - 0.94 0,94 0.95
allele2”  .0.37 0.06 0:06 0.05
o Diversité ~ 0.47 0.11 012 - 0.10
cTcCIR21 N=36 N=34 N=35 = N=57
allelel  0.62 - 0.32 10.66 0.37
allele2  0.38 ° 0.68 0.34 0.63 -
Diversitt. 047 044 046 = 047
cTcCIR30 - N=33 N=33 N=40 N=56
allklel 045 0.77 0.41 0.60
alllle2 050 015 059 - 038
allele3  0.05° 0.08 - 0.00 -0.02:
Diversité 055 . 038 0.49 050
cTcCIR33 N=29  N=28 N=40 " ** N=58
alielel  0.55 0.96 1.00 . 095
allele2 . 045 - 0:04 0.00 0.05
Diversité  0.50 0.07 000 010
Tableau 16: Fréquences alléliques et diversités géniques au

sein des Forastero Haut Amazoniens(HA), Bas Amazoniens(BA)
des Criollo(CR) et des Trinitario (TR): N= nombre de génotypes



Locus

HA

BA

Diversité

CR TR
cTcCIR42 N=33 N=32 N=35 N=55
allklel 094 0.86 0.67 0.76
all2le2 ~ 0.05 0.14 0.33 0.24
allele3  0.01 0.00 0.00 0.00
Diversité 0.12 - 0.25 045 0.36
cTcCIR26 N=35 N=30 N=36 N=55
-~ allelel . 0.84 0.95 0.47 0.65 .
alltle2  0.16 0.05 0.53 0.35
Diversité  0.27 0.10 0,50 0.46
cTcCIR68 - 29.00 28.00 35.00 54.00
allelel  0.79 0.78 0.22 0.47
allsle2 - 0.21 0.22 0.68 0.47
allele3 - 0.00 0.00 0.11 0.06
A Diversité ' 0.33 0.34 0.48 0.56-
cTcCIR39 N=33 N=31 = N=31 N=55
allelel  0.17 0.79 0.84 0.90
allele2  0.77 0.16 0.16 0.09 '
allele3  0.06 0.05 . 0.00 0.01
Divefsité  0.38 0.35 0.27 0.18
cTcCIR72 N=82 ' N=31 N=37 N=47
Y allelel  0.73 0.82 0.70 0.72
- allele2” 027 . 018 ©0.30 0.28
Diversité . 0.39 0.30 0.42 0.42
cTcCIR28 | N=33 N=30 N=36 N=53
allelel  0.94 0.98 090 - 0.95
. allkle2  0.06 0.02 0.10 0.05
Diversité  0.11 0.03 0.18 - 0.10
cTcCIRS0 . N=29 N=32 N=26 N=53
allelel 036 0.05 0.10 0.07
“allele2 0.64 0.95 0.90 0.93
~ Diversité 047 0.09 ° 0.18 0.13
¢TcCIR35 N=32  N=32  N=36 N=52
allklel  0.13 0.00 0.04 “0.03
allkle2  0.87 1.00 0.96 0.97
Diversité  .0.22 0.00 0.08 ~0.06
cTcCIR6 . N=29 ° N=25 N=36 N=53
allelel 034 0.56 0.94 0.94
allele2  0.66 0.44 0.06 0.06
| Diversité  0.46 0.50 0.11 0.11
"1cTcCIRS3 N=27 N=32 N=36 N=45
allklel 057 0.81 0.38 0.51
allele2 043 0.19 0.62 0.49
0.31 0.47 0.51 .

Tableau 16 (suite)
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BA

Locus -HA. " CR TR
[cTeCIR71 N=31 N=23 N= N=52
allelel 050 0.20 - 0.54 0.33
allele2  0.18 . 0.80 0.41 0.62
allzle3 0.02 0.00 0.04 10.01
‘allele4 030 0.00 0.01 0.04
Diversité ~ 0.63 0.32 - 054  .0.51
cTcCIR15 N=22 N=30 ‘N=36 N=
allelel 045 - 0.12 0.04 0.02 .
allele2  0.55 0.88 0.95 0.98
allele3  0.00 0.00. 0.01 10.00
Diversité  0.51 0.21 0.10' 0.04
¢TcCIR31 N=24 N=28 ° N= N=40
N allelel  0.15  0.61 035" .0.64
allsle2 073 0.32 0.60 0:34
allele3 012 . 007 0.05 ... 0,02
Diversité 0.43 0.53 0.52 - 048
cTcCIR5 ' N=15. N=27 N=37 N=53
allelel  0.73 0.94 0.95 10.98
alltle2 027 0.06 0.05 0.02 - -
 Diversité.”  0.39 0.11 0.10 0.04
c¢TcCIR17 N=15 N=22 . N=33 N=53
callelel  1.00 0.98 0.77 0.92
allzle2  0.00 0.02 023 0.08
Diversité  0.00 0.04 0.35 0.14
cTcCIR43 N=26 N=19 N=29 N=54
allele.1 0.02 0.05 0.69 0.42
allele2  0.50 0.21 0.17 - 0.18
allele3 048 0.74 0.14 0.40
Diversité  0.52 0.42 0.48 0.64
cTcCIR32 N=37 N=34 N=39 N=57
allklel 014 0.16 0.62 0.32
allele2  0.84 0.75 0.38 0.68
allele3  0.02 0.09 0.00 0.00
Diversité  0.27 0.40 - 0.47 0.44
Diversité moyenne 0.38 -0.24 “0.33 0.30
Erreur 0.03 0.03 0.04 0.04

~ Tableau 16 (fin)
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indiquant une différenciation spatiale importante des deux populations de
cacaoyers. Les distances génétiques de Nei et de Rogers observee entre les deux
populations sont de 0,13 et 0,29.

C-DIVERSITE SELON LES GROUPES MORPH OGEOGRAPHIQLfES
Les caracterlstxques de chaque population sont données dans le tableau 15 et
les mformatlons par locus sont’données dans le tableau 16 e nombre d'alieles
observés par locus varie peu d'un groupe.a l'autre. En effet, ces valeurs ne somt

pas statistiquement différentes. Le groupe le plus diversifié est celui des Forastero .

Haut Amazoniens dont la diversité correspond a celle observée dans la
population non subdivisée.

| [HA BA’ CR TR

N moyen d’alleles par |2,3(0,12) - {2,15(0,09) |2,19(0,12) |2,3(0,10)
locus ' .‘ .
% locus polymorphes 19630  *|77,78 85,19 77,78

| Diversité,H (ES) - 1038(0,03) |0,24(0,03) |0,33(0,04) [0,30(0,04)
Hmin-Hmax 01-0,63. [0,029-05 |0-055 0,09-0,64
Hétérozygotie observée |0,23(0,03) |0,126(0,02) |0,25(0,04) -|0,3(0,05)
Min-max 0-0,53 0-0,32 0-0,69 0-0,67
Fis 0.38 0.46 0.25 -0,01
1.C.deFis 0,26-051 |033-058 [0,09-041 |-0,16-0,16
teq 0,85 0,79 0,94 1

Tableau 15: Valeurs moyennes des paramétres génétiques des Forastero Haut
Amazbniens(HA) des Forastero Bas Amazoniens(BA), des Trinitario(TR) et des
Criollo: H= Dlver51te de Nei, I.C.= Intervalle de confiance, teq= taux d allogamlef
estimée a l'équilibre de H.W., E.S= erreur standard, s= écart type.*
Polymorphisme qui ne tient pas compte des locus non polymorphes sur les
" génotypes ayant servi au tri des couples-enzyme -sonde.

Les Forastero Bas Amazoniens ont la plus faible diversité.. Celle des
Trinitario est comparable 2 celle des Criollo. Trés peu de locus peuverit étre dits
spécifiques .d'un groupe donné. L’allele 1 du locus cTcCIR9 a une fréquence assez
importante chez les Criollo et les Trinitario alors qu’il est presque inexistant chez
les Haut et Forastero Bas Amazoniens. L'allele 1 du locus cTcCIR3 , l'allele 2 du
locus cTcCIR33 et l’allele 4 du locus cTcCIR71 se rencontrent plus fréquemment

au sein des Forastero Haut Amazoniens: ils ont de faibles frequences dans les

’
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HA BA- | CR
Comparaisons * 15 . -
Fst ___10,20(s=0,09) 1 -

BA [LC.295%deFst |013-026 |- -
Distance deNei | 0,13 - -
Distance MRD 0,29 e -
Comparaisons * 22 19. -

Fst 023(s=0,04) | 0,24(s=0,03) |-

CR|LC.295%deFst |015031  |017-020 |-
Distance de Nei 0,19 0,14 . | , -
Distance MRD 0,34 . . 1031 ] e ’
Comparaisons * |20 15 . {11

| Fst, : 0,23(3:0,05)‘ 0,11(s=o,03> 0,06(s=0,02) \
TR |1.C.a95%deFst [015-032  |0061-0,16  |0,03-009.
|DistancedeNei ~ |017 . |o0s2 | 0,035
Distance MRD 0,33 019 ‘ 0,15

Tableau 17: Récapitulatif des comparaisons des quatre populations p'rises deux -

I

o

a deux(L.C. Intervalle de confiance, s= écart type, *=significatif 3 5 %.)

¢



Locus  Fis-HA  Fis-BA Fis-CR Fis-TR

- cTcCIR9 1 0.94 1 0.95
- - ¢TcCIR25 0.22 0 -0.01 -0.03
cTcCIR22 0.54 068 . - -0.02
- » ¢TcCIR12 0.45 0.03 0.11 -0.19
"~ cTcCIR2 0.02 0.56 -0.16 -0.35
. cTcCIR3 0.3 10.44 . 0.68 0.2
cTcCIR29 019  -0.05 -0.05 0.26
: cTcCIR21 036 . 032 025 -0.19
- ‘ cTcCIR30 0.23 0.43 -0.17 -0.4
: cTcCIR33 032 °©  0.89 - -0.06
: * ¢TcCIR42 0.48 0.6 0.56 0.14
- cTcCIR26 0.47 -0.04 -0.1 -0.33
cTcCIR68  -0.03 0.15 0.61 0.16
_ cTcCIR39 - 044 07 .03 0.44
) ¢TcCIR72 .~ 045 0.2 0.24 -0.05
: , cTcCIR28 0.48 -0.007 022 . -0.06
- o cTcCIR80~  0.49 -0.03 0.35 -0.07
: cTcCIR35 0.44 0 0.66 -0.04
o cTeCIR6 01 082 048 023
. cTcCIRS3 033 038  '0.036 0.25
' cTcCIR71 034 . 084 0.31 0.03
CL cTcCIR15 1 0.22 -0.03 -0.02
- . . cTcCIR31 072 0.72 021  -041
' cTcCIR5: -0.33 -0.04 -0.04 . . -0.03
. ¢TcCIR17 - ' 0 © 058 0.62
cTcCIR43  0.93 0.75 -0 -0.02
S . cTcCIR32. . 0.28 -0.18 . 20.39 -0.4
. L moyenne  0.38 046 0.25 --0.01
| | ' écarttype  0.06 - 007 . 008  0.09

i IL.C. -~ 02605 033058 0,09-041 0,16-0,16

Tableau 18: Valeurs des Fis par locus au sein des quatre populations
- HA= Forastero Haut Amazonien BA= Forastero Bas Amazonien .
TR= Trinitario CR= Criollo I.C= Intervalle de confiance
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Locus  Fst-HA-BA Fst-HA-CR Fst-HA-TR Fst-BA-CR  Fst-BA-TR  Fst-CR-TR '

cTcCIR9 . -0.03 0.45 0.37 04 - 034 . -0.01
¢TcCIR25 - 0.044 0.03 0.02 - -0.01 0 -0.01 -
¢TcCIR22  -0.02 013 - 0.1 01 001 0
.cTcCIR12 0.32 0 0.05 - 0.22 - 012 o - .

' cTeCIR2, 002 005 - .0.005 017 - 0.08 C 002 -
cTcCIR3 0.4 0.23 0.53 0.19 0.01 - C 03
cTcCIR29  0.24 023 027 . <0013 _ -001 S .-001
¢TcCIR21 0.15 -0.016 ©~ ° 0.11 0.18 0 S 006 <
¢TcCIR30 018 . -0.003 - = 002 026 0.08 0.03
cTcCIR33 0.36 047 037 011 0,013 0 -
cTcCIR42 *~ 0.02 0.19 0.1 007 - - 013 ., - 005. ’
¢TcCIR26 = 0.04 0.25 - 0.09 . 041 021 . 007
cTcCIR68 . -0.02° 0.38 0.14 . 0.37 0.13 *0 -
cTcCIR39 05 055 0.64 -0.02 0.02 -0.01
¢TcCIR72 0 -0.017 * -0.01 0.02- - 0.01 o
cTcCIR28 0 -0.01 -0.013 0.04 0 - -
cTcCIR80 ~ 0.25 0.16 023  -0.002 0 0 :
cTcCIR35  0.09 0.02 0.04 001 0 -0.01 .
cTcCIR6 0.06 0.57 058 . 034 037 -0.01 =
cTcCIR83 - 0.1 0.06 ~0.01 031 016 0.02
¢TeCIR71 0.35 0.09 0.21 021 0.03 - 0.06 -
cTeCIR15 0.23 0.37 046. - 014 0.06 0
cTcCIR31 0.26 0.04 0.29 0.1 -0.013 012
cTcCIR5 0.16 0.18 0.29 -0.16 0o 0 -
cTeCIR17 0 0.16 0.03 '0.13 0 0.07
¢TcCIR43 0.1 0.39 0.17 - 044 0.16 009
cTcCIR32 -0.1 0.3 0.1 0.27 0.08 0.07 -
moyenne 0.2 - 0.23 - 0.23 - 024 0.11 0.06
écart type 0.04 - 0.04 0.04 003 0.03 0.01 -

IC.  012-026 0722041 015032  0,17-029  0,06-0,16  '0,03-0,09

Tableau 19: Valeurs du paramétre Fst entre les populations ptises deux 4 deux
HA= Forastero Haut Amazonien BA= Forastero Bas Amazonien
CR=Criollo =~ Tr= Trinitario L.C. intervalle de confiance



autres groupes. L’allele 2 du locus ¢TcCIR6 ne se rencontre pratiquement que chez
les Forastero Haut et les Forastero Bas Amazoniens. Des alltles rares se-
. rencontrent dans toutes les populat}ons et certains sont fixés ou sont en voie de
fixation. Cinq locus sont fixés chez les Forastero Bas Amazoniens et les Criollo
contre seulement un chez les Trinitario et un chez les Forastero Haut
Amazoniens. Le test de I‘i[érdy‘ Weinberg indique une situation d’équilibre pour
neuf locus chez les Forastero Haut Amazoniens, 10 chez les Forastero Bas
-Amazoniens, 14 chez les Criollo et 16 chez les Trinitario. Les résultats des tests de
différenciation des populations deux a deux (162 comparaisons) au niveau des
fréquences alléliques sont présentés dans le tableau récapitulatif (Tableau 17) ol
sont consignés les nombres de différences significatives entre groupes pris deux 2
deux. Ces'résultats indiquent que les Trinitario sont trés proches des Criollo -
tandis que les Forastero Haut Amazoniens sont plus proches des Forastero Bas
‘Amazoniens.
Les différents indices de fixation par locus et par populatlon sont donnés
dans le tableau 18. Les valeurs de Fis par population sont de 0,38 pour les
' Forastero Haut Amazoniens, de 0,48 pour les Forastero Bas Amazoniens, de 0,25
pour les Criollo, et de 0 pour les Trinitario. Le Fst global vaut 0,18 mais est
variable.de 0,06 a 0,24 (tableau 19) lorsque les popiﬂations sont comparées deux a
deux. Aucuh intervalle de confiance de Fst (tableau 19 ) ne contient la valeur 0
- indiquant que les valeurs de Fst sont sxgmﬁca‘aves Cependant, la valeur du Fst
entre Criollq et’ Tr1n1tar1o est trés faible indiquant peu de différenciation entre ces
deux groupes, comme l'indiquent par ailleurs les distances génétiques. Par contre,
'; de fortes valeurs de Fst sont obtenues pour.toutes les autres comparaisons. Quelle

que soit la méthode de. comparalson utilisée (tableau 17 ), les Trinitario sont

proches des Criollo mais aussi des Forastero Bas Amazoniens. Ces derniers sont
proches des Forastero Haut Amazoniens mais en sont sufﬁsamment elmgnés
pour presenter une différenciation importante comme l'indique la valeur de Fst.
Les groupes les plus eloxgnes sont les Forastero Haut Amazoniens et les Criollo.
Les relations éntre les dlfférents groupes sont décrites dans le dendrogrammes de
la figure 10. ‘

-III- DISCUSSION

A- DIVERSITE REVELEE PAR LES RAPD
Contrairement aux cDNA et TDNA qui correspondent 2 des séquences
particulieres du génome, les fragments obtenus par l'amplification aléatoire de
I'ADN- ne sont pas spécifiques d'une région donnée du génome. L'amplification
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étant aléatoire, c'est un échannllonage aléatoire des séquences du génome qui est
réalisé. Ces séquences peuvent étre uniques ou répétées et peuvent correspondre
a des régions codantes .ou non codantes du génome. Les séquences uniques du’
génomes ont servi a des études de diversité par RFLP (Paik-Ro et al., 1992, Besse
‘et al., 1994). Bien souvent, elles ont pu détecter plus de polymorphisme que les
isozymes ou les marqueurs morphologiques du fait de leur nombre élevé et de
leur répartition variée dans le génome. De ce fait, les classifications obtenues 2
l'aide de ces séquences sont souvent plus précises que celles obtenues par les
isozymes. Quant aux séquences répétées, il en existe de plusieurs types au sein du
génomre qui sont utiles & des degrés divers dans les études de diversité (Thomas et
al., 1993; Besse et al., 1993). Les fragments RAPD peuvent contenir un échantillon
varié de toutes les séquences qui existent au sein du génome, il semble donc
possible d’obtenir des informations variées sur les différents types de séquences
présents dans le gé‘nome et ces marqueurs apparaissent donc intéressants pour
avoir une image globale du génome qui comprend des séquences uniques et des
séquences répétées. Sur le cacaoyer, espéce a petit génome, davantage de
séquences répétées ont été amplifiées que de séquences uniques. Ce phénomene
) pourrait étre du 2 la technique d’amplification qui serait alors sélective. La banque
géhomique Pstl,construite au laboratoire Agetrop a partir de feuilles adultes a
révélé.un faible taux de séquences répétées (Laurent, com. pers), cependant il faut
aussi noter que PstI est une enzyme sensible a la méthylation et de ce faxt enrichit
considérablement les banques génomiques en sequences uniques.
-Une proportlon élevée de bandes amplifiées ont les mémes fréquences
entre Forastero et Criollo et les différences observées sont plus grandes entre
Forastero et Criollo qu'entre Forastero.Bas Amazoniens et Forastero Haut

Amazoniens. La majorité des bandes dont les fréquences sont dlfferentes entre.

Forastero et Criollo. sont des séquences répétées. L’analyse de ces séquences
répétées a permis d’emblée de différencier les Criollo des Forastero. Chez le
cacaoyer, la mise en place de séquences répétées a probablement contribué a
différencier les types Forastero et Criollo. Les séquences répétées du génome sont -
connues pour se mettre en place de manidre postérieure aux séquences uniques et
contribuent 2 des différenciations interspécifiques (Flavell et al. 1974, Delseny et
al., 1988). Les résultats obtenus tendent 2 conforter 'hypothese de Pittier et de
. Cuatrecasas (1964) de deux origines séparées pour les deux groupes originaux que
sont les Forastero et les Criollo. Les RAPD ont permis ainsi d’accéder facilement
au polymorphisme des séquences répétées d1spersees jusqu’alors difficilement
observables . )

Au niveau de I'AFC, une bonne séparation de toutes les origines
morphogéographiques a été obtenue y compris une différenciation nette entre
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Forastéro Haut Amazoniens et Bas Amazoniens qui n‘avait pas. été mise en
évidence jusqu'a présent sur le cacaoyer a partir des différents outils de I’étude de
la diversité. Les Forastero Haut Amazoniens sont-les plus variables de tous et ceci
correspond & ce qui a été observé aussi bien avec les marqueurs morphologiques
(Pound, 1938,1945), qu’avec les isozymes et récemment avec les sondes RFLP
(Laurent et al:, 1993). En effet, du fait de I'autoincompatibilité des génotypes
Forastero Haut Amazoniens, un brassage perpétuel est réalisé qui contribue ainsi
.2 la création de nouvelles combinaisons d'all2les favorables au maintien ou
méme A I'élargissement de la variabilité. Un regroupement de certains génotypes
en 'provenance 'd’Equateur et du Brésil, répertoriés comme Forastero Bas
Amazoriens avec les Forastero Haut Amazoniens a été obtenu et n'est pas
fortuit. Le Brésil partage sur sa cote Ouest, des frontieres avec I’Equateur et le
Pérou oil lés prospections de Pound ont eu lieu et qui ont révélé une ‘grande
diversité des Forastero Haut Amazoniens et'la présence de nombreux Trinitario.
1l semble probable qu’au niveau de ces frontieres se trouve une zone hybride au
- sein de laquelle se rencontrent plusieurs formes. En effet, les génotypes brésiliens

prospectés le long des frontidres avec I’Equateur et le Pérou (Abud Fonseca, com. -

pers.) contiennent selon nos résultats, des formes proches des Forastero Haut
Amazonieng (cas de Erjoh5 et Erjoh6) des formes Trinitario (Erjohl) mais aussi
des formes. Forastero K Basses Amazoniennes (Erjoh4, Erjoh15). Les formes
indigenes - sauvages d’Equateur sont essentiellement des Forastero Haut
Amazoniens, qui ont été petit a petit remplacees par des Trinitario (Soria, 1970).
Cependant des populations particulieres telles le “cacao nacional” caractérisées.
par Enriquez (1992) typiques d'Equateur sont souvent classées parmi les Forastero
~‘Bas Amaioniens. Or les génotypes ECNR, nacional et EET59 incluent dans cette
étude et appartenant a la variété nacional d’Equateur ne sont pas des Forastero
Bas Amazoniens, selon nos résultats. Ce sont probablement des hybrides entre les
variétés Cacao nacional, indigéne d'Equateur ou Trinitario introduit et les
Forastero Haut Amazoniens avec un fond génétique Forastero Haut Amazonien
plus important. De plus au niveau morphologique, ils sembleraient proches des
Criollo (Enriquez, 1992). Apparemment, il y a eu une mauvaise classification de
la variété "nacional”, due 2 la diversité des origines de cacaoyers en Equateur.

Moins variables que les Forastero Haut Amazoniens alors qu’ils sont
souvent autoincompatibles, les Criollo pouvant étre considérés comme tels sont
en fait assez homogenes. Cependant la difficulté de les différencier des Trinitario
‘et leur regroupement avec ces derniers aboutit & faire des Criollo un groupe
variable. Ce sont les premiers cacaoyers domestiqués mais leurs faibles capacités
' agronomique-s les ont petit & petit fait remplacer dans les plahtations par des
Trinitario ave¢ lesquels ils ont des génes en commun et de forts liens de pgrénté,
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comme le montre le dendrogramme (Figure 8). Méme si on ne troixve presque
plus de ‘criollo a I'état sauvage, il est possible de trouver des Trinitario qui leur
sont treés proches mais possédant une vigueur végétative suffisante pc{n’ en faire
~ dés géniteurs en vue d'une amélioration variétale. En outre, la découverte d'une
importante wvariahilité au niveau de I'ADN-cytoplasmique (Laurent et al. 1993)
~ des Criollo rend possible une plus grande utilisation d'individus Criollo dans les
prdgrammes d'amélioration génétique. La’ variabilité des Trinitario étudiés est

importante. Ayant une origine hybride, l'identité des Trinitario en tant que -

groupe ne peut étre établie. On les retrouve avec les Forastero Bas Amazoniens,
mais.surtout avec les Criollo. Il faut envisager leur intégration au sein des
Criollo. Pour cela, I'évaluation de la diversité d'un nombre plus important
individus Criollo et Trinitario est nécessaire pour déterminer les génotypes les
plus proches des Criollo. Les Forastero Haut Amazoniens sont treés variables quel
que soit le type d'analyse. Ceci est & mettre en relation avec le systeme de.
reproduction au sein de ce groupe qui est essentiellement allogame par la
‘présence d'un systéme d'incompatibilité qui limite les autofécondations et avec le
fait que l'essentiel du matériel Forastero Haut Amazonien est constitué de
génotypes sauvages ou semi sauvage. Au sein des Forastero Bas Amazoniens,
l'autofécondation est la régle et il existe une certaine consanguinité au sein de ce
groupe qui apparait des lors homogene.

B- PARAMETRES GENETIQUES DE LA DIVERSITE

Les locus cDNA analysés chez le cacaoyer possédaient généralement deux
alléles et le nombre maximum d'alleles par locus était de 4. Souvent lorsque les
locus avaient plus de deux alléles, les autres avaient de trés falbles fréquences
dans la population. Ce nombre d'alleles détectés par les RFLP est plus important
-que ceux des locus isozymes sur le cacaoyer (Lanaud,1987). La richesse allélique du
cacaoyer est comparable a celle de certaines espeéces tropicales' comme Psychotria
- faxlucens (Perez-Nasser et al, 1993) mais est moins imporfcante que celle de
I'hévéa qui présente en moyenne quatre alleles par locus génomique. (Besse et al,
1994) ou de celle du chéne qui possede aussi en moyenne quatre alleles pai~ locus
iSOZyrr{é (Bacilieri et al, 1994). Sur les 64 alleles détectés au sein de la. population
~ non subdivisée, 63 sont retrouvés au sein des Forastero, et 59 au sein des Criollo.
La faible différence en nombre d'alleles détectés entre la populatlon non
subdivisée et les deux groupes génétiques montre que tous les deux sont
représentati'fs‘de 'espece Theobroma cacao. Alors que le taux de polymdrphismg
 le plus élevé observé par les isozymes est de 66 % (Lanaud 1986), le
polymorphisme des locus RFLP varie de 77 % a 96 %, méme si au niveau des
RFLP un tri préalable’ des sondes 2 été fait dont la portée est limitée par le nombre
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de génotypes utilisés pour le tri. C'est d'ailleurs au niveau du polymorphisme
détecté .que les deux groupes Forastero et Criollo apparaissent différents. Ceci
suggére qu'il y a davaﬁtage de génotypes au sein des Forastero qu'au sein des
Criollo et cotroborerait I'hypothése que l'Amérique du Sud est le centre de
diversité de .l'espéce. Cependant, rien ne permet de dire que les génotypes
Forastero d'Amérique du Sud sont,a l'origine des génotypes Criollo d'Amérique
.centrale comme l'a considéré Cheesman (1944). L'indice Fst de.Wright entre les
deux populations est différent de zéro et indique une réelle différenciation
génétique entre ces deux groupes. Un nombre important de locus présente des
déséquilibres au sein des deux populations. La valeur moyenne de Fis au sein des
Forastero est plus élevée que celle au sein des Criollo. De plus, alors que par locus
il y a une tendance a un déficit des hétérozygotes au sein des Forastero, au sein
des Criollo c'est plutdt un exces en hétérozygotes qui est souvent observé. L'exces
en hétérozygotes est souvent relié a'un avantage sélectif de ceux-ci par rapport
aux homozygotes (Jelinski et Cheliak, 1992). Des phénomenes différents
entrainant des déséquilibres au sein -des locus analysés seraient donc en oeuvre |
au sein des Forastero et des Criollo. Au sein des Criollo, la valeur-moyenne du
_Fis ne reflete probablement pas 'ampleur réelle du déséquilibre du fait que les
valeurs positives et négatives aux locus s'annulent. Certains facteurs oeuvrent en
. faveur des hétérozygotes alors que d'autres-ont un effet contraire. Ce phénomene
a déja été observé chez Populus tremuloides ol au niveau d'un locus lié a
l'ac'laptabilité a un environnement, les hétérozygotes étaient §éleétionné“s’ alors
qu'aux ‘autres locus c'étaient plutét les homozygotes qui l'étaient (Jelinski et
Cheliak, 1992). Les Criollo sont les premiers cacaoyers a avoir été domestiqués par
~ les Maya ét n 'existent pratiquement plus a I'état sauvage. Leur culture est donc
plus ancienne que. celle des autres cacaoyers. Les Criollo ont stirement subi des
pressions de sélection fortes de la part de I'homme qui n'a continué a cultlver
que les cacaoyers qui répondaient a ses exigences. De ce fait, une.part 1mportante
du Fis, celle qui entraine un exces d'hétérozygotes est probablement due a I'effet "
‘de la sélection pourla vigueur et d'autres caractéres agronomiques. En culture,
les fecondatlons croisées sont favorisées par le regroupement sur une surface
donnée de. plusieurs, génotypes. Ceci entraine l'apparition de nouvelles
combinaisons qui sont sélectionnées a I'état hétérozygote. Une autre part du Fis
au sein des Criollo peut étre due au mode de reproduction. En effet, les Criollo
‘sont quelquefois autogames et un certain nombre de locus peuvent présenter une-
consanguinité importante. Cependant, pour les locus analysés et a 'équilibre, un
- taux important d'hétérozygotes a été détecté. |

Au sein des Forastero, le Fis est plus important qu'au sein des Criollo, et
un déficit en hétérozygotes est observé. Dans ce cas, la structuration en sous
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populations semble étre la cause car comme nous l'avons vu précédemment, les
Forastero sont constitués de plusieurs origines, souvent séparées par des distances
géographiqﬁes importantes .
| Lorsque’l'on consideére quatfe populations au lieu de deux, aucune d'elles

ne contient autant d'alleles que la population non subdivisée et bien que des
petites différences apparaissent entre populations, elles ne sont pas importantes.
Les Forastero Haut Amazoniens qui présentent la méme diversité que celle de la
population non subdivisée et qui sont beaucoup plus polymorphes que les autres
‘populations, abparaissent comme les plus représentatifs de la population globale.
Ce résultat est en accord avec ceux de Lanaud (1987) qui montrent par les
" isozymes, une grande diversité des Forastero Haut Amazoniens. Les Criollo
présentent la 'méme diversité que les Forastero Haut Amazoniens mais sont
moins polymorphes que ces derniers.

Les valeurs du Fis par locus au sein des Trinitario font apparaltre des excés
. en hetérozygotes plus importants que ceux des Criollo pour lesquels le Fis global
est positif. Une grandé variation de Fis indique une situation hétérogene pour
chaqué locus aboiitissant 2 l'annalation des effets au niveau du Fis global. Les
Trinitario étant des hybrides entre Criollo et Forastero Bas Amazoniens, la
situation au niveau de leurs locus est variablé. Certains locus pe‘uvent’s'ubir des
effets de consanguini!té a l'instar des Forastero Bas Amazoniens, d'autres, comme '
chez le parent Criollo subiraient des pressions en faveur du maintien de
I heterozygotle |

Au sein des Forastero Haut et Bas Amazoniens, peu de locus présentent un
exceés en hétérozygotes et de plus lorsqu'il y a exces, les valeurs de Fis sont trés
proches de zéro. ' '
| Au sein des cacapyers, au. moins deux phénomeénes ont donc lieu:-I'un &
 lieu au sein des Forastero et aboutit 2 des déficits en hétérozygotes et l'autre est
’ ‘present au sein des Criollo et des Trinitario qui ont des excés en hétérozygotes
pour certains locus. Chez les Forastero Bas Ama'zoniens,' 1a’ présence d'un déficit
en hétérozygotes peut- étre expliquée par le mode de reproduction.
L'autofécondation qui régne dans ce groupe, conduit au cours du temps a la
consanguinjté qui est par ailleurs responsable de la réduction du nombre de
génotypes. Au sein des Forastero Haut Amazoniens, il existe un systéme
d‘autoincompétibilité qui favorise l'allogamie (Knight et Rogers, 1955) et qui
devrait en principe contribuer a maintenir une importante variabilité au niveau
des génotypes. Ce systeme -d'autoincompatibilité n'empéche pourtant pas des
autofécondations en présence simultanée d'allopollen et d'autopollen (Lanaud,
1987; Falque, 1993). Il est donc possible qu'une part du déficit soit due a la
-consanguin'ité. En effet, ldrsque I'on utilise la formule de Nei et Syakudo (1958)
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pour estimer le taux d'allogamie, les Forastero Haut Amazoniens ont un taux
. non négligeable d'autogamie. Chez Psychotria faxlucens, arbre tropical allogame
autoincompatible, les taux d'allofécondation pour deux populations analysées par
Pérez-Nasser et al, 1993, sont de 100% mais ces populations ne présentaient pas de
déficit'én hétérozygotes. Le déficit en hétérozygotes chez les Forastero Haut
© Amazoniens 'pokurrait aussi étre expliqué par la dérive génétique et la
~ structuration de ce groupe en diverses sous populations. En effet, contrairement
,auxACriollo' qui -sont domestiqués depuis des siécles, les premiers cacaoyers
+ Forastero. Haut Amazoniens ont été découverts a I'état sauvage en 1932 par
~ Pound et le matériel végétalﬂdisponib‘le est souvent sauvage ou a subi un ou deux
croisements controlés suivis d'une sélection. Ce matériel sauvage est souvent
composé de populations généralement isolées collectées en des endroits différents
et de-ce fait échangeant peu ou pas de génes. Chaque peuplement peut comporter
un nombre limité d'individus favorisant ainsi un phénomene de dérive au sein
de chacun d'eux.

Les valeurs de Fst entre populations prises deux a deux montrent une
’d1ffe;renc1at10n entre Forastero Haut Amazoniens et Bas Amazoniens . Ce résultat-
explique pourquoi les croisemehts contrdlés entre ces deux populations

| ‘abou,tlssent a l'obtention de descendances hybrides manifestant de 1'hétérosis. Par
contre la tendance a considérer que les Criollo et les Trinitario sont deux groupes
génétiques tres différents devrait étre abandonnée car ils ne le sont pas
génétiquement. Il semble en effet que les Trinitario aient intégré davantage de
genes en provenance des Criollo par rapport & ceux des Forastero Bas
Amazoniens et de ce fait sont plus proches des Criollo.

IV CONCLUSION

Les resultats obtenus au cours de ces travaux sur l'analyse généhque de la
diversité génethue par les RAPD, l'analyse des parametres génétiques et par des
‘travaux précédents permettent de discuter de la classification du cacaoyer. La
classification en deux sous groupes, FORASTERO et CRIOLLO nous semble en

. accord avec les résultats des études de diversité génétique entreprises jusqu'a
présent, basées sur des caracteres inorphologiques et sur les marqueurs
moléculaires. 11 existe donc des bases génétiques 2 cette distinction qui devrait étre
mainteériue, ces deux groupes devraient étre assimilés 2 deux complexes

 génétiques intraépécifiques : les éléments a l'intérieur d'un groupe sont plus
~ ressemblanis entre eux que ceux entre deux groupes. Cependant des éléments
; r;ou‘x)e'aux viennent affiner cette distinction: les études de diversité-au moyen des
~+. marqueurs RAPD et les analyseé des parametres génétiques de la diversité révélée
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.. par les RFLP permettent d'envisager dorénavant une subdivision des Forastero
~ en deux sous ensembles : FORASTERO HAUT AMAZONIENS et FORASTERO
BAS AMAZONIENS non seulement sur leur aire de répartiktion mais aussi sur -
des bases moléculaires. Ces deux sous groupes sont suffisamment proches pour
ne pas pouvoir étre différenciés sur la base de caracteres morphologiques de
cabosses et de feves mais au niveau de la structure de leur ADN des différences
importantes ont pu étre décelées. Ainsi leurs fréquences . alléliques sont
différentes au niveau des locus cDNA et au niveau de la structuration inter et
intragroupe. Les programmes de sélection a travers le monde ont permis de-
déceler des différences entre ced deux groupes par l'intermédiaire de la
| ‘performance de leurs hybndes Au niveau de la vigueur, la grande variabilité des
Forastero Haut Amazoniens fait que méme les croisements intragroupes
donnent naissance a des hybrides performants. Le groupe des Trinitario connu
pour étre hybride entre Bas Amazoniens et Criollo ont intégré davantage de
genes Criollo. Il faut rappeler que les premiers Trinitario sont apparus a Trinidad
ol avajent auparavant été introduits des Criollo environ deux siécles plus tét.
Les flux de gehes ont été si importants entre les deux populations qu'elles ont fini
par ne plus pouvoir étre différenciées au niveau des fréquences alléliques. Aussi,
nous pensons qu'il ne faut pas considérer les Trinitario comme un groupe
genéthue différencié des autres. Il semble que leur création soit trop récente pour
leur avoir permis de développer des caracteres distinctifs orlgmaux On peut
‘considérer qu'il y a trois grands groupes de cacaoyer qui sont les Forastero Haut
Amazoniens, les Forastero Bas Amazoniens et les Criollo. Des études de diversité
' plus approfondies au sein de chaque grand groupe génétique ainsi défini seraient
souhaitables afm de pouvoir mettre en évidence et définir les subd1v151ons qui
existent.
Par suite des diverses prospections menées au Pérou et en Equateur et ala
- faveur de la vanablhte qui y est'rencontrée, la haute vallée de I’Amazonie est
considérée comme le centre de diversité du _cacaoyer. Toutefois les études de la
structure genéthue réveélent certains fait: les cacaoyers d’Ameérique du Sud, c'est a
~ dire les Forastero ne sont pas plus diversifiés que ceux d' Amérique centrale que
sont les Criollo mais sont plus polymorphes. Ils sont donc plus variables que ceux
d'Amérique du centre qui ne manquent pas non plus de variabilité. La forte "
différenciation des locus selon les origines géographiques et la similarité des
diversités :géniques supportent 'hypothese de deux origines séparées des
cacaoyers. - ' ‘ '



- CHAPITRE IV: CARTOCRA PHIE GENETIQUE
DU CACAOYER PAR LES MARQUEURS RAPD
ET LOCALISATION DE QTLS

| - INTRODUCTION

La cartographie génétique d’un génome correspond a son repérage régulier
par des marqueurs. Des travaux plus anciens de cartographie ont .utilisé des
marqueurs morphologiques et isozymes mais les cartes génétiques obtenues
étaient alors peu denses car les marqueurs morphologiques et isozymes sont peu
nombreux. Avec l'avénement des marqueurs moléculaires de type RFLP ou
RAPD, dont le nombre.est théoriquement jllimité, la cartographie génétique a
’pris. un nouvel essor et de plus en plus de cartes denses sont établies chez les
. végétaux (Echt et al, 1994;I Hemmat et al , 1994; Reiter et al, 1992). De
développement plus récent que les marqueurs RFLP, les marqueurs RAPD sont
_ aussi trés nombreux. Ils ont permis d’élaborer des cartes de densité élevée chez
certaines plantes ( Carlson et al., 1991; Rieseberg ¢t al., 1993). * f

. Les cartes genethues permettent de comprendre l'organisation des
- génomes. La comparaison de cartes génétiques entre espeéces apparentées permet
o apprehendex\ les phénoménes évolutifs ayant abouti a la spéciation. Ainsi, la

comparaison des cartes génétiques du mais, du sorgho et de la canne a sucrea '

permis de révéler de, nombreuses zones chromosomiques conservées entre ces
especes (Lu et al, 1994; Grivet et al, 1994). Les cartes, génétiques sont aussi le point
de départ dune sélection assistée par marqueurs. La démarche consiste 2 la
localisation de QTL (QTL Quantitative Trait Loci), locus impliqués dans la
variation des 'caracteres quantitatifs. Les caractéres quantitatifs sont souvent
déterminés par plusieurs ‘locus. Classiquement, ces caracteres sont analysés par
des méthodes statistiques faisant intervenir des moyennes, des variances
- génétiques et des estimations d'héritabilité(Falconer, 1974).. Ces méthodes
permettent d'estimer les effets globaux de locus mais pas les effets individuels de
chaque locus intervenant dans. la construction d'un caractére quantitatif donné.
Les cartes génétiques denses du génome permettent de disposer de marqueurs
régulierement répartis sur le génome pouvant avoir des corrélations étroites avec
des QTL qui peuvent ainsi étre localisés. Elles permettent de développer une
stratégie de sélection assistée par marqueurs comme cela a été le cas chez la
tomate. '
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La détection de locus impliqués dans la construction des caracteres
quantitatifs est basée sur l'analyse des associations de ces caracteres avec des
marqueurs (de Vienne, 1990). Dans la pratique, la population d'individus devant
servir a la recherche de QTL est caractérisée au niveau des marqueurs et
‘également au niveau des caractéres quantitatifs. Pour chaque marqueur, plusieurs

génotypes sont possibles selon le type de population utilisée. Les individus ayant
" le méme génotype au niveau d'un marqueur sont regroupés et les moyennes des
groupes ainsi obtenus sont corhparées. En l'absence de QTL, les espérances de ces
moyennes sont égales. La mise en évidence d'une différence: entre moyennes
conduit 2 la ’présomption de la présénce d'un QTL au voisinage du marqueur.

. La premigre partie dé ce chapltre rapporte les essais de cartographie
genehque du cacaoyer faits au moyen des RAPD. Dans une deuxidme partie, nous ;
abordons la cartograph1e de locus affectant quelques caracteres quantitatifs du
cacaoyer.

I - CARTOGRAPHIE GENETIQUE PAR LES
MARQUEURS RAPD

A- .MATERIEL_ET METHODES '

1- MATERIEL VEGETAL

Le chdix de la descendance a cartographier a été guidé par plusieurs
considérations: ‘ : ! '

Le fait que les marqueurs RAPD soient dominants est une limite quant au
choix des populations de cartographie utilisables. Si une population de type F2 est
choisie, les estimations de la fréquence de recombinaison sont peu précises et
pour augmenter la précision il faut un nombre important d’individus (Allard,
1956). Pour les RAPD les populations backcross sont adéquates pour les analyses
mais i} 0’ était pas possible de développer rapidement une vraie descendance
backcross de’cacaoyers, aussi des populations pseudobackcross ont-elles été
utilisées. En effet, certains cacaoyers étant allogames et d’autres autogames, il est
possible de trouver des individus présentant un niveau d'hétérozygotie ou.
d'homozygotie élevé qui peuvent servir de parents de descendances
pseudobackcross Ces descendances sont d’autant plus intéressantes qu’elles sont

‘au champ depuls un certain nombre d’années et permettent d'obtenir des
données sur des caracteres agronomiquement intéressants. La descendance
- UPA409 x POR a été choisie sur la base du 'polymorphisme‘ enzymatique des deux
parents permétta'nt aussi de révéler du polymorphisme dans la descendance.
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CLONE UTILISE COMME PARENT FEMELLE : UPA409

C’est un clone Forastero Haut Amazonien issu d'un croisement frere-
soeur dont les ancétres sont IMC60 et NA34 prospectés par Pound (1945) dans le
bassin Amazomen en Equateur ef au Pérou. En Cote d'Ivoire, UPA409 a été utilisé
comme parent femelle dans de nombreux croisements en vue de la création
variétale. C’est un cacaoyer vigoureux, autoincompatible, A développement
végétatif rapide. Ses cabosses sont de taille moyenne et ses féves sont moyennes et
violettes. Au niveau de la production, c’est un bon clone mais aussi un bon
gemteur Il est moyennement tolérant a la pourriture brune des cabosses et peu
sensible aux attaques des insectes ravageurs que sont les mirides. Six locus .
enzymathues y som a I'état homozygote et un a l'état hétérozygote.

CLONE UTILISE COMME PARENT MALE: POR
C’est un clone Criollo de la" variété Porcelana qu1 donne un chocolat tres
"apprécié. POR est peu vigoureux mais a de grosses cabosses dont les feves sont
grosses et dodues. La couleur des féves varie du blanc au rose. I a été peu utilisé
en croisement en Cote d’Ivoire car son introduction y est récente. Il est sensible
aux mirides et a la pourriture brune des cabosses. Six locus enzymatiques y sont a
I'état hétérozygote et un a I'état homozygote.

- . La descendance UPA409 x POR est une des meilleures familles
sélectionnées” pour la production au cours de ces dernieres années et en
confirmation dans des essais multilocaux en Céte d'Ivoire.

Soixante dix sept individus de cette descendance ont été utilisés pour la
cartographie moléculaire et sont basés 2 Bingerville en Cote d'Ivoire.

2- REACTIONS D'AMPLIFICATION

Elles ont été mises au point selon la description donnée dans la premiére
" partie de ce document. Le tri des primers polymorphes a été réalisé d’abord sur les
parents et 10 mdnndus de la descendance, et ensuite sur les parents et toute la
rdescendance Am51 12 individus ont été testés deux fois. Les lots d'amorces A, D,
F, XKL MNOPQSd Operon Technologies ont été utilisés.

. 3- ANALYSES GENETIQUES
Les fragments amplifiés ont été notés pour leur absence ou leur présence au

sein des 'pa;rents et dans la.descendance. Pour chaque fragment polymorphe qui
ségrégeait dans la descendance, un test de chi? a été réalisé pour tester 'hypothese
de ségrégation mendélienne du marqueur en se basant sur les effectifs théoriques
devant étre observés dans le cas d’un-backcross. L'anaiysé de cartographie a été
réalisée au’' moyen du logiciel MAPMAKER (Lander et al. 1987). MAPMAKER
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utilise la methode du max1rnum de vraisemblance comme base des tests et des -
calculs. Le test de.liaison entre marqueurs est réalisé sous les hypothéses de
 liaison et d'mdependance On définit le LODscore comme le logarithme décimal
du rapport ‘des vraisemblances, des données selon la liaison et en cas
-, d'indépendance. On définit un seuil de LODscore au-dessus duquel I'hypothese
d'indépendance est rejetée. En matidre de cartographie, ce seuil est généralement
de trois et signifie que l'hypothése de liaison est 1000 fois plus vraisemblable que
celle d'indépendance. '

Soit n le nombre d'individus d'une descendance de cartographie, t le
nombre de classes phénotypiques et a; le nombre d'individus dans la classe t:
La vraisemblance des données est fournie par la formule:

nt

Ve — mi'ms:...m®, olt mq a my correspondent aux effectifs théoriques des
11ayl..a,! :

différentes classes, écrits en fonction de la fréquence de recombinaison entre
marqueurs. Sous I'hypothese d'indépendance, la fréquence de recombinaison est
r=0,5. Lorsque l'on veut étre strict pour une grande robustesse des groupes de
 liaison, la valeur seuil de r peut étre fixée 2 0.3 ou 0.4.
Pour estimer la fréquence de recombinaison, c'est encore la méthode du
" maximum de vraisemblance qui est -utilisée. Les ordres des marqueurs sont
déterminés par une analyse ‘multipoin‘t qui prend en compte les ¢rossing over
‘multiples (Lander et Green 1987).

 Les fréquences de recombinaison entre marqueurs sont converties en
distances . .de cartes linéaires ét additives exprimées en centimorgans par
r appllcatlon d'une foriction de cartographle Deux fonctions de cartographie sont
généralement utilisées: celle ‘'de Haldane (1919), basée sur l'hypothese
d’mdependance des crossmg over est donnee par la formule sulvante

d——~m0 2r)
, et la fonction de Kosambi (1944) qui tient compte de l'interférence qu'il peut y

avoir entre différents segments du chromosome ‘pour l'occurrence des crossing
overs: = o ; |

le terme 2r est apf)elé coincidence (c) et varie entre 0 et 1. Lorsque c=0 il y a
' interférence totale et si ¢ est égal a 1 alors il n'y a pas d'interférence et on retrouve
la formule de la fonction de Haldane. La fonction de Haldane a été utilisée pour
" convertir les fréquences de recombinaisons en distance de carte étant donné
qu'aucun fait indiquant la présence de .phénomene d'interférence n'a encore
jamais été mis en évidence sur le cacaoyer. ' \
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B- RESULTATS

1- DETERMINISME GENETIQUE DES MARQUEURS RAPD

La quasi totalité des bandes RAPD observées chez les parents ont été
retrouvées dans la descendance. Entre les deux parents, deux types de
ponmdrphi_é;me ont été observés. Certaines bandes étaient présentes chez la
femelle et absentes Che; le male, d’autres par coﬁtre étaient présehtes chez le male

1

et absentes chez la femelle. Les cas de polymorphisme du deuxi¢me type étaient
les plus nombreux et correspondaient 3 ce que nous recherchions étant donné que
des locus enzymatiques ayant contribué-au choix des parents étaient a 1'état
homozygote chez le parent femelle UPA409. Ces deux types de polymorphisme.
entre les deux parents proviennent de situations au niveau des génotypes des
deux parents expliquées dans le tableau 20. '

Génotypes possibles de POR

‘ AA. Aa aa

Fragment| + + -

s , ~

RAPD  [Polymorphisme observé
oN .
Q AAl+ non non oui -
é. .
o Aa |+ |non non oui
o
7¢]
8" .
& aa |- oui oui non
S .
£
]
V)

Tableau 20: Croisements induisant dit polymorphisme entre les deux 'parents.
(-)= absence de produits d'amplification (+)= présence de produits

- d'amplification. En gras, le polymorphisme recherché au niveau du tri réalisé

sur les deux parents.

Le polymorphisme da a I' absence de bandes chez UPA402 et 2 leur

‘présence chez POR n'a pas toujours abouti 2 une ségrégation de bandes dans la

descendance car la présence de bandes amplifiées chez POR pouvait étre due a un
état homozygote dominant (AA) ou hétérozygote (Aa) de POR. Seul l'état
héterozygote de POR a abouti & une segréganon des bandes dans la descendance.
Dans nos ‘conditions, les, marqueurs RAPD que nous avons observés sont
dominants. L’aspect quantitatif des bandes n’a pas été investigué mais des
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TAILLE (KB)

CLASSE1

MARQUEUR CLASSE2 KHI-2 [1-1
PRESENCE | ABSENCE ‘

rOPDO05 15 37 40 1012
rOPD08 - 0.7 38 7 21.35 | ***.
rOPD15 2 36 B 36 0.0
rOPF03b 25 37 35 0.05
rOPF03a 0.4 19 29 2.08
rOPF12 1.8 40 36 0.21
rOPF15 0.3 45 30 3.0

[ rOPF16 1.8 36 36. 0.0 °
rOPKO06 1.2 25 21 0.35
rOPK12 14 37 32 0.36
rOPK15 09 39 32 0.69
rOPK16a 1 40 - 132 0.89
rOPK16b 0.6 40 32 0.89
rOPL10a 1.9 33 41 0.86
rOPL10b 0.8 - 35 + 38 0.12
rOPL11 0.8 39 34 0.34 .
rOPL18 0.5 27 47 5.40 *
rOPM02 12 35 28 0.78 |
rOPM09 1.2 22 45 7.89 **
rOPP09 103 32 41 -~ 1111,
rOPP14 0.5 26 46 5.55 *
rOPP16b 05 .- 42. 29 , 2.38
rOPP16a 1.2 48 23 8.80 *
rOPQ04 0.5 a1 29 12.06
rOPQ10 0.5 53 17 - 185 . [***.
rOPR19a 04 20 37 5.07 *
rOPR19b 0.75 21 33 2.66'
rOPS20 0.7 141 29 2.06 ..

PGI - 124 16 1.60
PGM2 - 30 40 143

| ICD - 39 132 0.69
MDH1 . - 34 36 0.05

PAC - 40 33 0.67

ADH - 27+ 36 1.29

***significatif a 0,1 %
**significatif a 1 %
*significatif a5 %

UPA409 x POR

Tableau 21: Segrégation des marqueurs RAPD et tests de Chi 2 dans la descendance
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différences d’intensité de bandes ont quelquefois été observées, cependant il était
dlfﬁcue d’en tenir compte. ‘

Quelques bandes RAPD partlcuhéres ont été mises en évidence. Ces bandes

n'étaient pas présentes chez les parents mais sont apparues dans la descendance
tandis que d'autres bandes amphﬁees chez les parents n'apparaissaient pas dans la

- descendance. Ces bandes n'ont pas été prises en compte dans lanalyse de

cartographie.

2- NIVEAU DE POLYMORPHISME
Certains primers n’ont pas donné de produits d’amplification dans nos

~conditions e;cpérimentales. Il s’agit des amorces D1, O17, R17, R18, S2, 54, S6, S15.

IIs représentent environ 4 % des primers testés sur les parents.
Un total de 186 bandes polymorphes entre les deux parents a été observé.
Soixante dix sept produiits polymorphes sont dus a la présence de produits

d'amplifications chez UPA402 et 109 produits sont dus a la présence de fragments

chez POR. Certains lots révélerent plus de polymorphisme que d’autres. Sur le
cacaoyer, les lots de primers F, K Qet S sont les plus mteressants, alors que les

lots L et M le sont moins.

Le nombre de bandes observées par primer variait entre 3 et 20. Celles qui

"étaient polymorphes variaient par primer entre 0 et 4 et représentent une faible

proportion du nombre total de fragments amplifiés. Les profils observés sont
caracténsuques de chaque primer. Sur les 198 primers testés sur les parents, 115

. étaient polymorphes soit un niveau global de 58% ,

3 ANALYSES DES SEGREGATIONS
Peu de marqueurs étaient informatifs dans le sens désiré. Seuls ceux

présents chez -POR, absents. chez UPA409 et segregeant dans la population de
" cartographie ont été retenus (Photo 6) . 28 marqueurs ont pu étre obtenus a partir

des 109 fragments. Lg tableau 21 présente les résultats des tests de Chi? effectués
sur la descendance. ' i |

Les 28 marqueurs RAPD informatifs ont été cartographiés- a l'aide du
logiciel MAPMAKER avec un LODscore = 3 et rmax=0.4 (fréquence de
recombinaison maximum permettant de déclarer l'indépengiance des

marqueurs), en leur adjoignant les marqueurs isozymes qui ont servi a_

déterminer le degré d'hétérozygqtie des parents. Sept marqueurs RAPD

- présentent une distorsion de ségrégation sur les 28 et 10 marqueurs(7 marqueurs

RAPD et 3 isozymes) ont été réunis en trois groupes de liaison(Figure11).
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Photo 6: Ségrégation de bandes RAPD au sein de la descendance
UPA409 x POR (Primer P16)



 Vingt huit marqueurs RAPDs ont été cartographiés sur une seconde
descendance UPA 402 x UF676 en association avec 160 marqueurs RFLP et cinq
-marqueurs isozymes. C'est cette descendance qui servira a la recherche de QTL.

2-REPETABILITE

Les résultats des tests de répétabilité ont été décrits dans le chapitre

précédent, mais il convient de revenir sur certains points importants:
certains primers engendrént des produits peu répétables et la quantité d’ADN
matrice est déterminante. Bien qu'aucun test n'ait été réalisé sur de I’ADN plus
ou moins dégradé, au cours des expérimentations nous avons constaté que les
solutions fraiches d’ADN donnaient une meilleure qualité d’amplification que
les vieilles solutions. Au cours des décongélations et recongélations successives, il
a pu y avoir dégradation de I'ADN, qui expliquerait la mauvaise amplification de
certains genotypes lorsque les .solutions sont anciennes. Des problémes de
répétabilité peuvent ainsi étre engendres car les sites de fixation peuvent varier et
- les fragments amplifiés peuvent étre de taille différente.

" C- DISCUSSION

Le niveau de polymorphxsme révélé par les marqueurs RAPD sur les deux
parents-est élevé mais moins élevé que celui révélé par les marqueurs isozymes
utilisés au départ pour le choix des parents. En effet, sur un nombre total de 7
locus enzymatiques, six .sont polymorphes, et ce polymorphisme est directement
utilisable en cartographie car les marqueurs isozymes sont codominants. Bien que
les parents.de la population de carfographie aient un niveau d'hétérozygotie et
d’Homozygatfe élevé au regard des locus isozymes, il semble qu une part infime |
du génome ait été accedsible aux marqueurs isozymes car ‘de nombreux locus-
RAPD homozygotes thez les deux parents n’ont pas ségregé dans la descendance.
Tout.le polymorphxsme RAPD révélé entre les deux parents n'était pas informatif
pour la construction d’une carte génétique. Le tri des primers effectué sur les
parents n’a pas été trés efficace car il na pas permis d'éliminer d’emblée les locus -
non informatifs, ceux qui étaient homozygotes dominants chez le parent maile.
-Nous voulions nous situer dans un cas de pseudobackcross ol de nombreux
 locus seraient hétérozygotes chez un parent tandis qu’ils seraient homoi_ygotes
" .chez le second parent. Cette stratégie a souvent été utilisée pour la cartographie
des .marqueurs RAPD lorsque les vrais backcross n'étaient pas disponibles et a
donné généralement de bons résultats (Carlson et al, 1991). Chez le cacaoyer, les
deux parents présentaier{t un degré d'hétérozygotie moins élevé que ce qu'on
aurait pu attendre d'une plante allogame et on était plus souvent dans une

71



) : PAC "
L rOPF16
11.4 — : o ‘ >
+«tOPK06 ‘
1.4 —|t - - 303 — . «
. TOPF03b A : '
14.6 —— ’ 2 " «rOPK12
rOPP16b : .
- 4
«tOPF12
197 —— ‘
MDH1 | . o
31.8 ——
rOPFO3A - A
75— h 10 cM
“IcD
U

Figure 11: 3 groupes de liaisons obtenus avec les marqueurs RAPD

Lodscore=3 theta=0,4 fonction de éartographje de Haldane
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situation de F1 que de backcross. La totalité des marqueurs RAPD obtenus se sont .
comportés comme des marqueurs dominants, en accord davec ce qui est rapporté
dans la littérature (Heun et Helentjaris 1993; Chaparro et al, 1994): La majorité des
marqueurs RAPD qui ségrégeaient dans la descendance avait une ségrégation de
type mendélien, cependant une distorsion de ségrégation a été observée pour
certains marqueurs. C’est une situation que l'on rencontre assez fréquemment,
aussi bien avec des marqueurs RFLP que des marqueurs RAPD (Rowland et Levi,
1994; ’I_"l'ilsier‘am et al, 1992; Chaparro et al, 1994; Lanaud et al, 1993). Chez certaines
especes le pourcentage de locus présentant une distorsion peut étre trés élevé.
Chez le bananier, Fauré et al, 1993, ont obtenus 36 % de distorsions de ségrégation
dues a la présence de translocations. Dans notre cas, la distorsion présentée par un
des marqueurs pourrait étre due  la présence de deux produits différents ayant
une taille identique qui ont pu ’migrer au méme endroit. Cette situation a déja été
observée chez les coniféeres ot un seul produit correspondait a plusieurs locus
(Tulsieram et al, 1992) et chez le cacaoyer ol 2/3 des produits amplifiés sur des
.génotypes au cours d’une étude de diversité étaient répétés (N'goran ef al, 1994).
Des erreurs de génotypage peuvent aussi conduire 2 des distorsions. En effet, la
" lecture et la notation des fragments amplifiés se font a partir de photographles de
gels dont la qualité peut étre déterminante. Cependant la majorité des distorsions
- peuvent étre- expliquées par des sélections. gamethues ou zygotiques (Lorieux et
al. 1994). Dans la descendance utilisée, les biais ne sont ni en faveur du parent
femelle ni en faveur du parent-male, et plusieurs phénomeénes peuvent les
- expliquer. Un de ces phénomenes est le systéme d"incori{patibilité du cacaoyer, de
type fgamétosporcphytique (éope, 1962), quii empéche la fusion des gamates a}rani
certains génotypes. Ceci Cf)rrespondrait a une sélection gamétique. Des distorsions
de ségrégations ont aussi été observées par Lanaud et al, (1993) sur des locus RFLP
chez le cacaoyer.

L’apparition de bandes dans la descéndance ne provenant pas des parents a
deja été signalée par Dos’ Santos et al ( 1994) sur les RAPD et les RFLP. Sur le
cacaoyer, leur apparition ne peut pas étre imputée A des mutations ponctuelles car
leur nombre est élevé. Par contre on pourrait les exphquer par des crossing over -
qu1 peuvent créer de nouveaux points d’amorcage des primers.
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Hi- LOCALISATION bE QTL

A-MATERIEL ET METHODES

1- MATERIEL VEGETAL

. Il s'agit de plantes du croisement UPA402 x UF676 dont une partie a été
. plantée a Divo et une autre A Bingerville prés d'Abidjan. Divo se trouve 4 200 Km
au'Nord d'Abidjan. La pluviométrie y dépasse rarement 1200 mm d'eau par an et
les sols y sont granitiques. La saison séche y est trés marquée. Bingefville est a 12
Km d'Abidjan. La pluviométrie est assez importahte avec 1600 a 1800 mm d'eau
par an bien répartie. Les sols sont pauvres et sablonneux. La saison séche y est
peu marquée. - ‘ | :

CLONE UTILISE COMME PARENT FEMELLE ; UPA 402
C’est un Forasfero Haut Amazonien issu d'un croisement frére-soeur dont

les ancétres sont IMC60 et NA34. En Cote d'Ivoire, UPA402 a été utilisé comme

parent femelle dans de nombreux croisements; C’est un cacaoyer
autoincompatible a développement végétatif rapide. C’est un bon clone dont la
productlon moyenne annuelle sur dix années de récoltes a été estimée a 1557 Kg
de cacao marchand par hectare. C'est aussi un bon gemteur Il présente par .
ailleurs une certame tolerance aux mirides.

CLONE UTILISE COMME PARENT MALE : UP676
C’est un clone Trinitario qu1 a été sélectionné par la compagnie Umted
"Fruit au Costa Rica. Comme la majorité des Trinitario, il posséde de grosses féves.
Des données précises sur sa sensibilité a la pourriture brune et aux mirides ne
sont pas disponibles, néanmoins les Trinitario sont en général sensibles aux
piqires d'insectes.
La descendance sur laquelle ont été effectuées les différentes mesures
compdrte 100 individus dont 53 sont A Bingerville et 47 & Divo.
' La descendance UPA402 x UF676 est une des meilleures familles
sélectionnées dans la premiére phase du programme d'amélioration génétique du
cacaoyer en Cote d'Ivoire qui a abouti a la vulgarisation de 12 descendances
hybrides en 1972. Testée dans d'autres pays comme la Guyane et le Vanuatu , elle
y est trés productive. Cette famille est par ailleurs utilisée comme témoin dans les
" essais d'hybrides afin de comparer la performance des nouveaux hybrides a celle
des hybrides vulgarisés, ‘
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2- CARTE GENETIQUE

La descendance UPA 402 x UF676 a 6té cartographiée au laboratcnre Agetrop
du'CIRAD par l'équipe de Lanaud (Lanaud et al, 1993 ). Il s'agit d'un croisement
entre deux clones hétérozygotes dont le plus hétérozygote selon le génotype aux
locus enzymatiques est le parent male UF676. Une carte génétique compléte, de
193 marqueurs a été établie et comporte 28 marqueurs RAPD, 160 marqueurs
RFLP et cinq marqueurs isozymes. Les ségrégations de ces marqueurs pouvaient
‘étre de type F2 et de type backcross (dans les deux sens). Afin de pouvoir localiser
les QTL a l'aide du logiciel MAPMAKER-QTL, un sous échantillon de marqueurs
"a été cartographié. 11 s’agit de ceux a l'état homozygote chez UPA402 mais 2 l'état
heterozygote chez UF676. De cette maniére, on se situe dans- un cas de
pseudobackcross pour ces locus. Ils constituent environ 85 % des marqueurs. Cette
carte établie comporte 168 marqueurs regroupés en dix groupes. de liaison
. correspondant au nombre de chromosomes d'une cellule haploide du cacaoyer.
La dlstance moyenne ehtre marqueurs est de 8,23 cM avec une distance minimale
de'0 cM et une distance maximale de 43,6 M évaluées a l'aide de la fonction de

v cartographxe de Haldane. La taille des groupes de liaison varie de 58,08 CM a 183,69

M et la taille totale de la carte est de 1158 8 cM.

3- CARACTERES MESUREES

" Les caracteéres mesurés sont des caractéres morphologiques relatifs aux
cabosses et aux feves' et des caracteres agr"‘onomiques. Tous les caracteres
morphologiques ont été mesurés dans les deux environnemerits mais certains
caracteres agronomiques ne l'ont paé été partout. Ainsi, les dégats de mirides ont
6té évalués uniquement, 2 Bingervipe.

CARACTERES MORPHOLOGIQUES OBSERVES:
- poids de cabosses pleines de féves (PDCAB)
-poids vide de cabosse (PVIDE): c'est le poids de la cabosse vidée des feves et
du rachis central
- nombre de feves par cabosse (NBFEV)
;*.longizeur de cabosse (I;GCAB)
- diamette de cabosse (DIAMCAB)
- nombre d'ovules par ovaire (NBOVULE)
- poids de feve épluchée (PFEV) ‘
- poids de feves fraiches (PFF): PFF=PDCAB-PVIDE, c'est donc le poids de
l'ensemble des féves non démucilaginées d'une cabosse avec le rachis
central.
- longueur de féve épluchée (LGFEV)
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-'épaisseur de feve épluchée (EPFEV)

CARACTERES AGRONOMIQUES
' -nombre de cabosses saines (SAINES)

- nombre de cabosses pourries (POURCAB) :

" - nombreé total de cabosses produites(TOTCAB) _ S

- pourcentage de cabosses pourries (% POURCAB): ‘

% POURCAB = POURCAB/TOTCAB x100

- sensibilité aux mirides (une note de 0 & 4-a été attribuée a l'arbre selon

1‘impoi:tance des dégats cumulés sur plusieurs années ).

_ 4- COLLECTE DES DONNEES ,

Pour les caractéres morphologiques des cabosses, nous avons essayé
-d'obtenir 20 cabosses par arbre a partir de pollinisations manuelles. Cependant.
pour certains arbres, nous n'avonsspas pu obtenir le nombre désiré de cabosses.
- Ainsi, le nombre de cabosses par arbre varie entre 5 et 20.

Les caractéres des feves peu variables au sein d'un individu, ont été
mesurés sur 25 féves par arbre en mélaﬁgeant toutes les feves de toutes les
cabosses et en prélevant un échantillon de 25 féves au hasard. Pour le poids de
féves, 100 féves par arbres ont été pesées.

Les ovules ont été comptés sur sept fleurs par arbre. La moyehne et I'écart
type ont été déterminés par arbre et pour chaque caracteére.

Les données de production sont obtenues en cumulant les différents
passages de récoltes. Au cours des récoltes, le nombre de cabosses totales, le
nombre de cabosses saines,' le nomibre de cabosses rongées et le nombre de
cabosses pourries sont notés. Le pourcentage de cabosses pourriés‘ a été estimé
-uniquement pour les arbres ayant un nombre total de cabosses supérieur a 10. Les
données de deux années de récoltes sont disponibles, de juillet 1991 a Aott 1993
+ pour Divo. Par contre & Bmgervxlle, les données de récoltes vont de mars 1990 a
décembre 1993. '

Tr01s jeux'de données ont été analysés: un jeu pour chaque locahté et un
autre qu1 regroupait les arbres de Divo et de Bmgerwlle Dans ce dermer )eu ne
contenant que des données morphologiques, les- valeurs des arbres a Divo ont été
ponderées par la moyenne de l'ensemble des arbres de Bingerville en multipliant
les valeurs des arbres de Divo par la relation m1/m2 ot m1 est la moyenne des
arbres de Bmgervﬂle et m2 la moyenne de ceux de'Divo, afin de rendre les
données homogenes.

£
.

75



5- ME’IHODES DE RECHERCHE DE QTL
. Trois méthodes de détection des QTL sont décrites ici: l‘znterval mapping
de Lander et Botstein (1989), appliquée dans le logiciel MAPMAKER-QTL,
1'analyse de variance et la méthode des moindres carrés proposee par Haley et.
al.(1994). '

L'INTERVAL MAPPING OU CARTOGRAPHIE PAR INTERVALLE:
C'est une analyse basée sur la méthode du maximum de vraisemblance et
des LODscores. A chaque intervalle du genome défini par deux marqueurs
adjacents, on calcule la probabilité d'obtenir les données phénotypiques observées
en présence d'un QTL. Le LODscore (le logarithme décimal du rapport des
vraisemblances des données en présence d'un QTL et en son absence) permet de
définir un seuil a partir duquel on accepte I'hypothese de la présence d'un QTL.
Afin de réduire le risque de premiére espéce (conclure qu'il y a un QTL alors qu'il
y en a pas), des valeurs importantes de LODscore sont nécessaires du fait que de
nombreux marqueurs sont examinés. La valeur du-LODscore seuil adéquat est
- fonction de la‘taille du genome de la plante et du nombre de marqueurs. Lander
et Botstein (1989) ont réalisé des courbes qui permettent de choisir le LODscore
. seuil adapté a son matériel végétal. Chez le cacaoyer, un LODscore de 2,7 serait
approprle selon ces estimations. Les hypothéses de base de ce modele sont la
codominance des marqueurs QTL et l'absence d'épistasie entre marqueurs.
L'utilisation de l'interval mapping suppose la normalité de la distribution
des caracteres car une perte de puissance de détection survient en cas de non
~ normalité.” | | ' ?

METEODE D’ANALYSE DE VARIANCE .
" Clest une analyse de marqueurs pns individuellement, qu1 ne tient pas

| compte des autres marqueurs. A partir d'un modele linéaire simple de type °

Y=m+ gi + ejj oll Y, est la valeur phénotypique au locus marqueur, m est la
moyenne générale due au fond génétique, g est l'effet doi au génotype du
marqueur et ejj l'effet de I'environnement,on effectue une analyse de variance
qui permet de tester lhypothése d'égalité'des moyennes des différents génotypes
du marqueur ‘par un test F. Soller et al. (1976) suggérent I'utilisation d'un risque a
.de 0,05 pour la détermination de la présence d'un QTL par analyse de variance
alors que Lander et Botstein (1989) préconisent un a de 0,001 en faisant valoir que'
- .dans une'comparaison multiple telle que celle effectuée sur un génome entier, il
faut pouvoir garder le risque de premidre espece 2 0,05 pour chaque comparaison.
Cependant, en diminuant le ris‘que de premiere espéce on augmente celui de
deuxiéme espece et I'on peut ne pas pouvoir détecter des QTL alors qu'ils existent
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réellement. Nous avons choisi pour l'analyse de variance un seuil minimum de
0,005. '

~La différence entre l'interval mapping et la présente méthode réside dans le
fait que les ;harqueurs sont analysés un a un dans l'analyse de variance alors que
dans l'interval mapping, I'information apportéé par deux marqueurs adjacents
est prise en,compte et les doubles recombinaison sont prises en compte. De plus, |
V'interval mapping détermine la p;)sition probable du QTL. Cependant, alors que
l'interval mapping péut étre influencée par une distribution non normale des
caractéres quantitatifs, la:méthode de I'analyse de variance apparait plus robuste. .
Rodolphe et Lefort (1993) considerent que dans le cas d'une F2 ou d'un backcross,
I'interval mapping est plus puissant que l'analyse de variance lorsque les
caracteres ont une dist;ibution normale. Darvasi et al, (1993) ont déterminé qu'il
n'y avait pas de différence entre les deux méthodes au niveau de la puissance des
tests par des simulations.

) Les deux methodes peuvent étre complexifiées pour tenir compte de
certaines situations p0551b1es au liau de rechercher un seul QTL par intervalle de

- .deux marqueurs, on peut présumer qu'il en existe plusieurs (Jansen, 1992) a effets
faibles et qui peuve}nt &étre liés(Rodolphe et Lefort, 1993). Certains auteurs
considerent aussi des effets de dominance des QTL(Hayashi et Ukai, 1994). En
matiére d'analyse individuelle de locus, on peut également tenir compte de la
dominance et de I'épistasie entre marqueurs QTL.

LA METHODE DES MOINDRES CARRES
Haley et al, (1994) proposent l'utilisation de la méthode des moindres carrés
pour tenir compte de l'information apportée par tous les marqueurs d'un groupe
de liaison et pour pouvoir utiliser des modeles complexes mais plus réalistes avec
une simplicité de calculs (plusieurs QTL, plusieurs all2les, effets des. QTL non liés
“etc..). Cette méthode des moindres carrés serait aussi applicable a I'interval
mappzng et serait plus puissante que la méthode du maximum de vraisemblance.
Dans tous les cas, la taille des populations et I'importance de 'effet du QTL
| agissent sur le pouvoir de détection des QTL (Darvasi, 1993). Soller et al. (1976)
ont ainsi déterminé par interval mapping que pour détecter un QTL qui était
responsable de 1 % de la variance phénotypique totale, il fallait des effectifs tres
importants par classe de génotype du marqueur en-fonction de la dominance au
- locus QTL—-(minimum de 525 en situation de béckcross dans laqﬁelle le ‘QTL est
dominant); ainsi, il faut des effectifs importants afin de .pouvoir détecter des QTL |
a effet faibjes. De plus, ces effectifs doivent étre plus. importants par classe de
gériotype'du m'arqu.e-url pour un backcross que pour une F2 si on veut avoir la
méme puissance de détection. '

¥
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. La stratégie que nous avons utilisée associe les deux méthodes les plus
couramment utilisées: nous avons effectué la recherche de QTL a l'aide du
logiciel MAPMAKER-QTL (Lincoln et al 1993) qui utilise l'interval mapping
simple et un :programme d'analyse de variance élaboré par A. Charcosset. Ceci
permet de confronter les résultats avec ceux obtenus par MAPMAKER-QTL.

Tous les caracteres morphologiques analysés présentaient une distribution
‘normale (Voir annexe). Quelques caractres agronomiques n'avaient pas une
distribution normale: ce sont les dégats de mirides et le nombre et le pourcentage
de cabosses pourries. '

Le LODscore seuil pour déclarer la presence d'un QTL dans un intervalle de
deux marqueurs a été fixé a 2 afin d'étre moins stricte pour détecter un nombre
important ‘de QTL. Les effets génétiques et le pourcentage de variance
phénotypique- expliquée par un QTL ont été estimés au niveau des pics de
LODscores. Dans le cas d'un backcross, c'est l'effet additif du QTL qui est estimé
alors que les descendances F2 permettent d'estimer 'additivité et la dominance
au locus QTL. Pour l'analyse de variance, le risque o a été fixéea 5 / 1000.

- la descendance utilisée pour la recherche de QTL est une descendance
- pseudobackcross, analysée selon un modeéle de backcross pour les marqueurs
moléculaires mais pour ce qui concerne les QTL, les segregatlons ne sont pas
. forcement de type backcross. C'est une situation qui devient de plus en plus
~ fréquente avec I'établissement de cartes génétiques chez les espaces allogames ol
les locus QTL peuvent étre sous forme homozygote ou hétérozygote. Nous avons
chercher a évaluer quels types d'effets génétiques sont détectés. dans cette

- situation. Il faut envisager plusieurs genotypes du QTL chez les deux parents.

Certams ne présentent’pas d'intérét car ils sont non informatifs: c'est le cas d'un -
croisement au sein duquel il n'y aurait pas de ségrégation pour le QTL. Nous
avans recerisé cinq types de croisements ol il y a ségrégation du marqueur et du
Soient mq1 et my, lés deux alleles d'un marqueur, q1 et q2 ceux d'un QTL, r
ld fréquence de recombinaison entre le marqueur et le QTL, a la valeur du
genotype qi1q1, -a la valeur du génotype q2qz et d la valeur de qiq2. Nous
developpons les relations suivantes en rious inspirant des formules de Asins et
Carbonell(1988), les seuls génotypes possibles au marqueur pour la femelle et le
male sont mim1 et mimQ: :
"Cas 1 et Cas 2: :
Quatre genotypes sont produits pour chaque croisement mais au niveau du
‘marqueur, seuls deux sont observés.
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n’}lmlqqu x mim2qiql | mimiqiq2 X mim2q2q2

! _ i
Fréquences .Génotypes Valeur Fréqﬁences Génotypes * Valeur
1/4(1-1)? mimiqiqi B a © o 1/411)2  mimg qi192 d
1/4(1-r)2 'm1m1q1q2 d 1/4(1-1)2 m1m1qéq2 -a
1/40112  mmqiqr a ' /4112 mmoqiqa ' d
1/4(1-12 mmoqiqe . d . 1/4(1-12  mimoqpqp  -a

Si tous les QTL étaient sous ces forrﬁes, il serait alors impossible d'estimer a
‘ou d en faisant le contraste des deux génotypes du marqueur. La différence entre
les valeurs phénotypiques des individus possédant les deux génotypes du
marqueur s'annule. |

Cas 3. et4
Il s'agit 1a de cas de backcross classiques:

mimiqiql x mim2qiq2 mimiq2q2 x mim2qiq2

i S ' o !
Fréquences Génotypes Valeur Fréquences Génotypes Valeur
172112 mimqiqa a 1/2(1-r2  mmiqqz d

1/2(1r2  mimyqiqz  d 1/20-12  mmyqeqe -2
. 1/2r(1-r) mmiqqz - d + 1/2r(1-r) mumiqeq; -a
1/2 r(1-r) mimpqiq; a ' 1/2r(1-r) mimpqiqz d

Dans ces deux cas, le contraste donnerait les relations suivantes: .
Y(mimq ) - Y(mlfhz) = 0,5(1-r)(1-2r)a - 0,5(14_-r)(1-2_r)d '
© Y(mimy) - Y(mqmy) = 9,5( 1-1)(1-2r)a + 0,5(1-r) (1-2)d -

" On estime des effets génétiques dus a Fadditivité et A la dominance du QTL
fnajs on ne peut pas séparer les deux types d'effets. Par contre si l'on fait

i

I'hypothese d'absence de dominance au QTL on n'estime alors que de I'additivité. .

Cas 5 :

m]m1qiq2 x mim2q71q2 T

Huit .génotypés sont produits et le contraste entre les deux classes du marqueur
permet d'estimer la valeur de a. Dans ces conditions, le contraste entre les deux
génotypes du marqueur permet d'estimer a, l'effet additif:

Y(mimj ) - Y(m1m2) = 0,5(1-r)(1-2r)a

*
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Effectifs

UF676 UPA402 Différence
Moyenne Ecart type C.V. |Moyenne Ecart type C.V.
NBOVULE| 42.8 - 2.09 4.88 50.3 2.98 5.92 16 | b
PDCAB 504.18 213.52 42.35 | 337.31 ,89.09 26.41 16 ns
LGCAB 157.81 27.36 17.34 1 121.31 6.88 5.67 16 e
DIAMCAB| 82.1 10.08 12.29 72.4 6.88 .9.50 16 e
PVIDE 385.12 143.5 37.26 | 228.67 '53.08 23.21 16 .
NBFEV 26.08 ° 9.88 37.88 36.6 10.04 - 27.43 16" e
PAF 119.06 72.89 61.22 | 122.93 54.62 44.43 16 ns
PFEV 298.3 46.26 15.51 151.3 20.25 13.38 | 100 b
{LGFEV 30.47 1.64 5.38 | 23.56. 2.72 11.54 25 e
EPFEV 10.32 1.32 - 12.79 | 6.91 0.9 13.02 25 e
' Tableau 22: Valeurs des parents pour divers caractéres mofphologiques
o ' & Bingerville (ns= non significatif; ** significatif a 1 pour-1000)
UF676 ' UPA402 _Effectifs| Différence
. Moyenne Ecart type C.V. |Moyenne ecart type C.v. e
NBOVULE - S ' - - - -
PDCAB | 1000.6 203.57 20.34 |553.75 109.49 19.77 | 16-20 .
LGCAB 219.5  18.76 8.55 | 151.77 8.45° 557 | 16-20 .
DIAMCAB | 98.43 6.81 6.92 83.4 6.15 7.37 16-20 i
PVIDE 717.87 178.40 24.85 | 374.15 77.06 20.60 16-20 e
NBFEV 43.87 3.13 7.13 | 49.05 4.26 - 8.69 16-20 b
P 282.75 41.07 14.53 | 179.6 36.37 20.25 | 16-20 il
PFEV 285.7. 16.62 5.82 165.3 11.54 6.98 100 e
LGFEV 28.11 1.00 3.56 | 24.2 0.62 2.56 25 '
EPFEV 10 2.70 27.00 6.32 1.6 25.32 25 v

Tableau 23: Valeurs des parents pour divers caractéres morphologiques
. a Divo (ns= non significatif; ** significatif & 1 pour 1000)




-

| Fréquences Génotypes Valeur | Fréquences Génot};pes Valeur

1/4(1-r)2 mimiqiqr: a » 1/4r(l-r) mmiquqz d
1/4(1-12  mimiqiq2 d : 1/4r(l-)  mumqaq2  -a
174112 mimequqz ~ d . 1/4r(1-) mmaqiqr  a
1/4(1-r2  mimaqaqz  -a - 1/4r(l-r) mimpqigz  d

Les situations décriées ci-dessus sont toutes probablés au sein du génome et
en les considérant toutes, la différence entre les deux génotypes du marqueur
’ donne la relation suivante:.

Y(mimi ) - Y(mimyz ) = 3/2(1-r)(1-2r)a

Cette relation qui ne contient pas de terme en d indique qu'en fait, dans
notre cas les effets génétiques des QTL qui seront estimés au cours de cette analyse
sont uniquement de l'additivité mais dépendent de la valeur de la fréquence de
‘recombinaison. Dans ces descendances nous n'avons pas besoin de faire
l’hy’pofﬁése d'absence de dominance au QTL afin d'estimer les effets additifs.

La part de variance phénotypique expliquée par le QTL est donnée par le
parametre R2 qui est aussi le coefficient de détermination. C'est le rapport de la
somme des carrés du marqueur et de la somme des carrés totale. C'est RZ qui
permet d'évaluer l'importance de I'effet du QTL .

B -RESULTATS

. 1- CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES DES DEUX PARENTS
" UPA402 ET UF676 . ‘

Les caractéres morphologlques mesurés sont variables entre les deux
- parents (tableaux 22 et 23) dans les deux localités. Certains caracteres sont trs
vanables au'sein d'un individu: il s 'agit du poids de féves fraiches(PFF), du poids
de c_:abosses(PDCAB) et du nombre de féves par cabosse (NBFEV). D'autres sont
peu variables: nombre d'ovules par ovaire (NBOVULE) et longueur de fves
_ (LGFEV). 1l existe une différence significative entre les deux parents pour la quasi

totalité des caracteres et le parent UF676 est supérieure 3 UPA402 pour tous les - -

caracteres 2 I'exception du nombre de féves par cabosse-et du nombre d'ovules
par ovaire.

2- CORRELATIONS DES CARACT ERES
Les coefficients de corrélations entre les différents caractéres sont données
dans les tableaux 24 et 25. A 5% et 1%, ces coefficients sont souvent significatifs. Il .
~ apparait ainsi que de nombreux caractéres morphologiques sont corrélés: une
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0.59""

-

Tableau 24: Valeurs des coefficients de corrélations entre'les caractéres a Bingerville
(NB est le nombre d'individus analysés pour chaque caractere : “significatif & 0.05 et ** significatif a 0.01)

NB PDCAB LGCAB DIAMCAB PVIDE 'NBFEV @ PR PFEV LGFEV EPFEV
LGCAB 38 0,83"* :
DIAMCAB 38 0,911°* 0,58°*
' PVIDE 38 0,95 0,83' 0,87 '
NBFEV 38 0,41°  0,44°" 0.2 0.24
PFF 38 0,85° 0,62° 0.78**  0.66'° 0.59°"* ~
PFEV 37 0.39°  0.17 0.48"" 0.26 -0.16 052
LGFEV 37 0.39° 0.11 0.52**  .0.23 0.09  0.56** 0.82°"
" EPFEV 37 0 0,15 © -0,056 ©0.09 -0,34 -0,15 0.17 0.03
NBOVULE 46 0,14 -0.024 0.2 0.013 0.28 0.33°° 0.15 0.17  -0.31"
NB SAINES POURCAB TOTCAB MIRIDES
POURCAB. 50 0.67" I
TOTCAB 50 0.99°°  0.74** . < .
MRIDES 41 0.14 0.18 0.15 : .
%POURCAB 44 -0.16 .0.07 - -0.021

PVIDE NBFEV

-0.17

" Tableau 25: Valeurs des coefficient de corrélations entre les caractéres 2 Divo
(NB est le nombre d'individus ‘analysés par caractére et "*=significatif & 0.01, *=significatif a 0.05)

NB PDCAB LGCAB DIAMCAB PFF PFEV . LGFEV EPFEV
PDCAB 25
LGCAB 25 0.44°
. DIAMCAB 25 0,91°°  0.17 .
PVIDE 25 0,92**  0.38° 0.88°* .
NBFEV 25 0.46°  0.33 0.18 - '
PFF 25 0.72°*  0.38" 0.58* 0.4 0.81°*
PFEV 25 0.35 0.16 0.41" 0.16 0.47* 0.6
LGFEV 25 0.42°  -0.14 0.58°* 0.32 0.43* 0.18 0.72*
" EPFEV 25 -0.04 0.29 -0.12 .0.05 -0.17 0.17 0.49** 0.13
NBOVULE 36 0.39  0.46" 0.38°*  0.24 0.34 0.54** 0.58"* 0.55*" 0.2
' L 3
NB SAINES POURCAB TOTCAB
POURCAB 37 0.43*
TOTCAB 37 0.98** 0,55°°
‘%POURCAB 33 0.62°* -0.049



forté corrélation -existe entre le.poids de cabosse, la longueur de cabosse, le

diametre de cabosse, le poids vide, et le poids de féve fraiche. Par contre la

corrélation des’ caracterlsthues des cabosses et celles des feves est moins

importante. Le nombre’ d'ovules par ovaire est peu corrélé avec les autres’
caracteres morphologiques. Au niveau des caractéres agronomiques, il y a une

corrélation importante entre le nombre total de cabosses produites et le nombre

de cabosses 'pourries. Le pourcentage de cabosses pourries est quant a lui corrélé

avec le nombre de cabosses pourries.

3- LOCALISA’I‘ION DES QTL DE LA POPULATION DE BINGERVILLE
7 Les hlstogrammes de distribution 'des caractéres sont donnés en annexe.
'Tous les caracteres morphologiques ont une distribution quasi normale. Par
interval mapping , et avec un LODscore seuil de 2.7, huit régions
chromosomiques affectant huit caractéres ont été détectées a l'aide du logiciel
MAPMAKER-QTL(tableau 26). Avec un seuil de 2, ce sont 10 régions qui sont
détectées (tableau 26). Par analyse de variance et pour un seuil de probabilité de 5
pour 1000, 15 QTL intervenant dans la variation de 10 caractéres ont été mis en
évidence (tableau 27). Dans les deux analyses, lorsque les effets d'un QTL se
répercutaient sur plusieurs marqueurs d'un méme groupe de liaison, seul le
marqueur.ayant le LODscore le plus élevé ou la valeur de R? la plus importante
(variance expliquée ‘par le QTL) a-été retenu et noté dans les tableaux de résultats.
Si_deux pics de LODscore ont été obtenus au sein d'un méme grouj.)e de lidisons
~alors les ma'rqheurs ayant les LODscore les plus élevés ont été notés. Pour certains
caractéres, une seule région.chromosomique a été détectée (nombre de feves par
~ cabosses (NBFEV) poids de féves fraiches (PFF) etc..). Deux ou trois QTL ont été
détectés pour d autres caractéres (Iongueur de cabosse (LGCAB), poids de feves
f(PFEV) et nombre d'ovules par ovaire (NBOVULE)). Les caractéres agronomiques
pour lesquels des QTL ont été mis en évidence sonf le nombre et le pourcentage
de cabosses pourries, et les degats de mirides. Les QTL affectant le nombre et le
‘pourcentage de cabosses pourries sont localisés sur le groupe 1 (Figure 12) et’
expliquent une part importante de la variation de ces caracteres (0.21-0.32). Le
QTL pour la sensibilité des arbres aux dégéits de mirides est localisé sur le groupe
2. Les caractéres fortement corrélés ont des QTL localisés sur les mémes groupes -
de liaison. Aucun QTL de la production de cabosses n'a pu étre détecté. Les
‘ valeurs de R2 varient de 0.19 2'0.34 pour les QTL détectés par interval mapping et
de 0.19 2 0.42 pour ceux détectés par analyse de variance. Ces valeurs élevées de R2
sont normales pour les effectlfs relativement faibles utilisés par caractére et qui ne .
permettent de localiser que les QTL 2 effets forts. Les effets genethues des locus
_détectés sont variables: le QTL impliqué dans la variation de la longueur de
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Moyenne écart-type Lod max R2

marqueur

effets groupe
LGCAB 141.4 145 2.96 0.31 16.34 cTcCIR202 gr5
NBFEV 39.53 5.96 3.08 0.33 6.82  cTcCIR62(-1.2) gr3
. PFF 149.18 41.71 2.76 0.29  44.87 gTcCIR149  gr2
PFEV -  180.6 35.57 - 2.78 0.33 . 41.42 cTcCIR217(-4.4) gr10
LGFEV 24.71 2.23 3.37 0.34 2.63 cTeCIR86 gr2
NBOVULE 46.68 2.72 2.72°  0.27 -2.87 . -cTcC|R56(-3.3) gr5
- 46.68 2,72 3.01 0.27  2.83 ‘gTcCIR119 ~ grd
- : 46.68 2.72 21 019 2.4 cTcCIR202 .~ gr5
POURCAB 6.44 ,6.47 3.77 0.32  7.45  ¢TcCIR79(2) gri
%POURCAB _ 9.55 7.56 2,05 0.2  6.89 cTcCIR46(+3): . grl.

Tableau 26: caractérlstxques des QTL révélés a Bmgervs!le par lnterval mapping
(la position du Qtl est entre parenthéses) ‘

Moyenne écart type H2 effets Marqueur groupe
LGCAB 141.4 14.5 0.22 -6.5 <cTcCIR43 - gr2
- ' - : 0.42 -8.4 cTcCiR202 grs
PVIDE 262.28 67.6 . 0.21. 30.3 cTcCIR83 gr1
. . 262.28 67.6 "0.22  -29 cTcCIR202 grs
NBFEV 39.53 5.96 0.31 3.32 cTcCIR62 gr3
PFF 149.18 41.71 0.31- -22 rOPM3/0.8 gr2
PFEV 180.6 35.57 0.23  -17 rOPQ10/2.1 ar9 |
- - 0.26 18.5 cTcCIR217 grio -
LGFEV 24.71 2.23 0.34 -1.3 rOPM3/0.8 gr2
NBOVULE 46.68 2.72 0.19  -1.2 rTcCIR133 gr2
- - - 0.31 -1.5 gTcCiR119 grd
- - 0.24 1.42 cTcCIR68 . gr5
POURCAB 6.44 6.47 ' 0.28 7.45 cTcCIR79 grt
%POURCAB 9.55 7.56 0.22 3.23 cTcCIR77 gri
MIRIDE ' 1.24 0.79 0.21 _ 0.35 gTcCIR135 gr2

1

Tableau 27: caractéristiques des QTL révélés a Bingerville par analyse de variance

s

-
)



——-cTeCiR2es

_H__ cTcCIR253 —ﬂ— gTcCIR147 —ﬂ— cTeCIR90 53 9—1i] -

1 - Bl | «gTcCIR136
26.5 — | 9g.3—— g |
cTeCIR7S TeCIRTA. 172
ClC L —
53 —| |2 21 "=HES cTeolrgs =2 reoimes
1.1 —= cTcCIR77 42 —
N\ gTcCIR127 —EE3  gTcCIR149- .
© 53 — : _.E «gTcCIR119
. cTcCIR46 ' 3.4 =
< I — ] O _ PGM/H:- : rOPF12/1
-!— cTcCiR230 99.0 ~emeed 722—
94.8 — — |
'_ 67.4 gTcCIR151: H cTcCIR237 T
_ : U rOPF3/2.5
»gTcCIR120 gr2 | I
i : gr3 4 o
gril 9
-A— cTcCIR234
48.5 I
' ¢TcCIRS6 _:I— gTcCIR103
I
- 26.9 —
134 —— .
[ZZ74 Nombre de cabosses pourries
: . gTeCIR137  EEZE Poids de f2ve fraiche ’
: rOPO15 '
- 6.6 — r
23 o TeCIRSS E=== Nombre d_ovules
48 —— : 0y —[[ CIeCIR233  EEEE 1 ongueur de cabosse
4 _ gTcCIR101 gTcCIR113
| 1.6 —= . gTcCIR139A Nombre de féves
54 — A ‘
cTecRgs 124 XSS Longueur de feve
37 — T L, m POidS de féve
- «cTcCIR85 .
37 — - cTcCIR217 EE %de cabosses pourries
«cTcCIR73
66.3 ~—
9.7 —— , 1 5cM
N ; H— gTcCiR105 :
. «rOPD14/.6 : [C——1R=1
) : gr10
46 — . .
1.0 e -gTcCIR148
‘ | E «cTcCIR202
556 || .
-U-—rQPM17/1 .45

grs

Figufe 12 : Localisation des QTL détectés a Bingerville par interval mapping
(a droite les QTL 2 effets positifs et a gauche les QTL a effets négatifs)



groupe Lod ma»

Moyenne écart type R2 effets margueur

PDCAB 469.35 106.7 0.51 - -152.9 cTcCIR98(2) gr8 2.88
LGCAB 153.96 11.22 0.35 14.34 cTcCIR228(4) grs 2.05
DIAMCAB 80.18 6.68 0.41 - -8.6 - cTcCIR98(4) grg =~ 2.29
PVIDE 328.79 80.95 0.43 114.6 cTcCIR228(8) Qrg 273
- - 0.41 -105 cTcCIR98(8) gr8 2.12

EPFEV 7.97 0.79 0.41 . 1.03 gTcCIR136 grd  2.24
- - - 0.42 -0.97 cTcCiR237 gr3  2.45
POURCAB - 5.32 6.57 0.26 6.72 cTcCir203(-1.7) gr8 2.25
%POURCAB 10.58 11.57 0.31 12.88 ¢TcCir203(-1.5) qr8 2.29

Tableau 28: caractéristiques des QTL révelés a Divo par Interval mapping

avec un LODscore seuil de 2 (la position du QTL est entre parenthéses)

Marqueur ~

Moyenne écart type R2 effets groupe

PDCAB 469.35 106.7 0.57 75.08 . rOPP14/0.4 gr8

LGCAB- 153.96 11.22 0.35 7.1 gTcCIR102’ ar9
DIAMCAB 80.18 6.68 0.63  4.78 rOPP14/0.4 - gr8

PVIDE 328.79  80.95°  0.56 54.15 rOPP14/0.4 gr8

EPFEV 7.97 0.79 "0.41  -0.48 cTcCIR237- ar3
POURCAB 5.32 6.57 0.25  -3.29 cTcCIR203 gr8
%POURCAB  10.58  .11.57 0.35 7.62. - cTcCIR63 gr8
- - - 0.38  -8.76 gTcCIR105 gr1o'

Tableau 29 caractéristiques des QTL révélés a Divo . par analyse de variance - , .
avec un seuil alfa de 0.005 :



-

cabosse a des effets positifs sur le marqueur ¢TcCIR202 du groupe de liaison 5
quand ils sont estimés par interval mapping alors qu'ils sont négatifs sur ce
méme marqueur lorsqu'ils sont estimés par analyse de variance. De méme , les
effets du QTL affectant le poids de féves fraiches sont positifs sur le marqueurs
gTcCIR149 mais négatifs sur rOPM3/0.8, tous les deux marqueurs faisant partie du
groupe de halson 2 (Flgure 12)

4- LOCALISATION DES QTL DE LA POPULATION DEDIVO

Comme & Bingerville, des QTL ont été détectés pour la majorité des
caractéres morphologiques et agronomiques (tableaux 28 et 29). ‘Aucun QTL dé la
production en cabosses n'a pu étre détecté. Les QTL affectant les cai‘agtéres de
cabosses ef de feves sant localisés sur les groupes de liaison 3, 4, 8, 9 (figure 13).
Pour les mémes caractéres, les reg1ons "chromosomiques impliquées sont
dlfferentes de celles. détectées 2 Bingerville. Aucun ‘QTL décelé A Divo n'est
identique 2 ceux de Bingerville. A Divo, les valeurs des R2 varient de 0.26 2 0.57 et
sont généralement plus élevées que celles de Bingerville. Un QTL du diamétre de
cabosse a été détecté a Divo alors qu aucun n'avait pu étre mis en évidence 2
Bingerville.. A Divo, deux régions chromosomlques dont les effets sont opposés
sont 1mphquees dans la variation du pourcentage de cabosses pourries. Elles
expliquent au total 73% de la variation de ce caractére (tableau-29). Comme a
Bingerville, les effets génétiques 'de certains QTL sur les mémes. marqueurs
‘peuvent étre positifs ou négatifs selon la methode d'est1mat1on (par exemple, le
nombre de cabosses pournes) *

5- LOCALISATION DES QTL AU SEIN DE LA POPULATION COMPOSITE

Pour les caractéres communs aux deux environnements, les valeurs des
individus de Divo ont été pondérées par la moyenne des individus de Bingerville
afin de les homogénéiser. On obtient alors un effectif plus important par caractere
analysé. Des QTL ont été détectés pour tous les caracteres de cabosses mais pas
pdur tous les*caractéres de feves (tableaux 30 et 31). Deux régions, affectant la
longueur de cabosse ont été mises en évidence sur les groupes de liaison 5 et 8
(Figure 14); l'une d'elle avait déja été détectée par l'analyse des données de
Bingerville ; par contre la région chromosomique mise en évidence par l'analyse
des données de Divo n'a pas été retrouvé au sein de la population composite
“pour ce caractére. Pour le nombre d'ovules par ovaire, trois régions
chromosomiques sur les groupes 2, 4 et 6 ont été détectées dont deux avaient aussi
© été détectées a Bingérv'ille. Aucun QTL de la longueur des féves et du poids de
feves n'a pu étre détecté dans’ cette analyse conjointe alors qu'une région avait été
détectée a Bingérville et a Divo. Les valeurs de R2 varient de 0.11 a 0.27 et sont
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Figure 13 : Localisation des QTL détectés 2 Divo par interval mapping
(QTL a effets positif a droite et QTL a effet négatifs a gauche)
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‘Moyenne écart-type Lod max R2

. effets

. marqueur groupe
LGCAB  140.92 13.11 2.72 " 0.19 11.55  cT¢CIR202 gr5
. - 3 2.50 0.20 11.70 PG grs
PVIDE 261.35 '66.30  2.15  0.16 52.51 . ¢TcCIR202 gr5
: - - 2.78 ' 0.20 . -54.44 cTcCIR83  gri

PFF 149.11° 43.69 2.38  0.17 36.50 gTcCIR137 gr10

A - - 2.36 '0.22 -40.82  IDH grd
NBOVULE 46.49 2.54 2.18 0.11 1.72  gTcCIR118  gr4
- - - 2.66  0.14 1.87 gTcCIR149  gr2

Tableau 30: cafacténanues des QTL is en' evndence a Divo et Blngem"e

‘par Interval mapping avec un- LODscore seuil de 2

( la position par rapport au marqueur est donnée entre parenthéses)

Moyenne écart type R2

Marqueur

effets groupe
PDCAB  409.45 97.69 - 0.16 -36.60 gTcCIR146 gré
L - 0.17 -36.60 cTcCIR202 gr5
LGCAB  140.92 13.11 0.27 7.46 PG gr8
- . 0.24  -5.83  ¢TcCIR202 gr5
DIAMCAB  73.07 6.18 0.18 2.43 rOPP14/0.4 gr8
"PVIDE -261.35  66.30 - 0.19 29.56  cTcCIR83 grt-
- - 0.20 15.94  c¢TcCIR202 grs
- - 0.18 -26.40 gTcCIR150 ard
. NBFEV 39:47 8.26 0.16 3.43  IDH gré
PFF 149.11  43.69 0.20 -18.90 gTcCIR146 gré
' - S 0.18  18.49  gTcCIR137 gr10
PFEV : 0.15 . -13.00 : gr2
EPFEV 7.83 1.03 0.20 -0.38  cTcCIRS51 gr3
NBOVULE 46.49 2.54 0.13  -0.89  gTcCIR149 gr2
~ " . - 0.13  -0.94 gTcCIR119 gra -
ce 0.11 0.85  gTcCIR116

gré - -

- Tableau 31: caractéristiques des QTL détectés a Divb et Bingerville

" par analyse de variance avec un seuil de 0.005
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gldbalement inférieures a celles estimées par I'analyse des données de Divo et de
celles de Bingerville.

C- DISCUSSION

Il est important de souligner que du fa1t de la tallle des populatlons
une,ccnflrmatlon par l'utilisation d'une population de taille plus.lmportqnte. De
plus, pour” pouvoir estimer tous les effets génétiques des QTL (additivité et .
don{inance) ‘il s'avérera nécessaire d'effectuer la recherche sur une population F2
- mais chez les especes allogames fortement hétérozygotes a cycle reproductif long,
ces descendances sont difficiles a obtenir 6t de plus en plus de cartes génethues

sont établies a partir d'individus hétérozygotes.
‘ Cette recherche de QTL a été effectuée sur des populations d'effectifs faibles.
Elle est comparable 2 celle réalisée par Keim et al ( 1990) sur une population F2 de
soja comportant 60 individus et qui a permis de mettre en évidence de nombreux
QTL sur desl caractdres ‘variés. Ces auteurs avaient alors montré que des
populations de taille raisonnable pouvaient servir a la recherche de QTL selon les
objectifs fixés. Par ailleurs Edwards et al (1992) ont effectué une recherche de QTL-
~ sur une sous 'populati‘o.n de 187 plantes'F2 de mais extraite d'une population
' complete de 1776 individus sur laquelle avait été effectuée auparavant une
recherche de QTL a partir d'une carte génétique comportant 17 marqueurs
enzymatiqueé. Leurs résultats ont montré que 17 associations sur un total de 20
significatives dans 1'échantillon réduit l'avaient aussi été au sein de la population
complete. Il y avait donc une concordance des résultats au niveau de la détection
des ma;que{xrs, par contre les effets génétiques pouvaient étre mal estimés. Dans
notre situation; la carte génétique qui a servi de support a la recherche de QTL est
dense, aussi, mise & part la perte de puissance de détection due a I'effectif, les effets
génétiques. devraient étre estimés sans biais important s'il n'y a pas d'épistasie.
Dans l'ensemble, les QTL détectés au sein de notre population expliquent
une part importante de la variation des caractéres(211 % ). Les valeurs de R? sont
souvent plus élevées a Divo, qu'a Bingerville mais les valeurs du LODscore sont
plus importantes a Bingerville. La capacité de détection de QTL étant une fonction
" de l'effectif de la population, il est normal qfle seuls les QTL a effets forts aient été
détectés. Chez le mais, Beavis et al. (1991) ont mis en évidence a partir de deux
populanons de 112 et 144 individus, des régions chromosomiques responsables de
73 % de la varlanc:e Pour des caractéres a forte héritabilité, des QTL a effets faibles
peuvent aussi étre détectés a partir de populations d'effectifs raisonnables. Ainsi,
il a été po‘ssibléf chez 16’ mais de mettre en évidence des QTL qui expliquaient 5%
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de la variation de la résistance au Gray Leaf Spot au moyen de trois descendances
F2-3 de 139, 144 et 193 individus ( Bubeck et al. 1993). .

Pour certains caracteres, il n'a pas été possible de détecter plus d'un QTL par
caractére alors que généralement quatre a six régions chromosomiques sont
détectés pour chaque caractere ( Paterson et al, 1988; Beavis et al, 1991; Edwards et
al, 1992; Bubeck et al, 1993; Veldboom et al, 1994). En effet lorsque l'on examine les
histogrammes ~de, distribution des QTL au sein du génome pour un caractére
donné, de nombreux QTL a effets faibles et peu a effets forts interviennent sur le
caractére (Ed’wards et al, 1987, Edwards et al., 1992). Nos résultats, surtout ceux
obtenus par. l'analyse séparée des données de Bingerville et de Divo, peuvent
donc s'expliquer par la ‘seule identification des QTL a effets forts étant donné les
effectifs des populations. D'ailleurs, lorsque les effectifs ont été augmenté par
I'analyse de I'ensemble des données de Divo et de Bingerville, le nombre de QTL
détectés par caractere a aussi augmenté. Il faut rappeler qu'avec un risque de
premiére espece de 0,005, utilisé pour l'analyse de variance, il était possible de
conclure a I'existence de QTL dans 0,8 cas sur les 168 pour un caractdre donne b1en
que ceux-ci n'existeraient pas réellement. :

Au nlveau des deux environnements (Divo et Bmgerwlle) différentes
régions chromosomlques ont été mises en évidence pour les mémes caractéres.
Aucun QTL commun entre Divo et Bingerville n'a pu étre révélé lorsque l'on a
analysé les données des deux lieux ‘séparé‘ment; Ceci montre qu'en fait plusieurs .
- QTL sont impliqués dans la variation d'un caractere, mais qu'il n'est pas toujours
possible de les mettre tous en évidence dans tous les milieux, certains
s'exprimant mieux dans certains environnements. Ce résultat pose le probléme
de l'interaction entre les QTL et le milieu, interaction qui a aussi été rapportée
dans des études sur la tomate (Paterson et al., 1991) et sur le mais (Bubeck et al.,
1993).

Les effets des QTL détectés sont trés variables. Pour la majorité des
caracteres, on s'attendait a obtenir des effets positifs dus au parent UF676 . Selon
les populations utilisées, les effets étaient plus ou moins conformes a l'attente.
Dans toutes les populations, on a mis.en évidence des effets attendus ou non des
QTL quelle que soit la méthode d'estimation. Des effets non attendus .ont aussi été
mis en évidence dans la population composite qui a un effectif assez important.
D'autres études font état de situations dans lesquelles les phénotypes dans-la
'p‘arentaux attendus dans la descendances ne.sont pas observés (Dirlewanger et al,
1994: Lefebvre, 1994) et ils les expliquent par la présence de plusieurs alleles de
QTL. Plusieurs QTL interviennent sur un caractere quantitatif donné. Certains
ont des effets positifs et d'autres ont des effets négatifs. Au sein d'un groupe de
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liaison, plusieu'rs QTL peuvent exister. mais pourraient ne pas étre détectés par les
méthodes actuellement utilisées.

Des effets génétiques importants des QTL ont été détectés au cours de notre
analyse. Il s'agit d'additivité qui peut aider a prédire la valeur d'un génotype. Ces
effets sont estimés en fonction de la fréquence de recombinaison entre le QTL et le
marqueur et selon le type de croisement. Par l'interval mapping, la localisation
des QTL a été estimée de maniére assez précise. Certains QTL sont localisés a la

\position du marqueur: dans ce cas, la fréquence de recombinaison est nulle et
selon les formules dérivées pﬁur notre situation, la différence enfre les.deux
classes de génotypes du marqueur sera:

Y(mimji)- Y('mqmz) =3/2(1-r)(1-2r)a= 3/2a

au lieu de a-d obtenu dans des conditions de panmixie (Falconer 1974). Au fur et
4 mesure que r augmente I'additivité dlmmue

~ Certaines régions chromosomlques sont impliquées dans la variation de
plusieurs caractéres qui sont par ailleurs fortement corrélés. Ils confortent nos
résultats. C'est le cas des QTL affectant les caractdres des cabosses détectés dans
. toutes les analyses. Certains caractéres peu corrélés sont. affectés par les mémes
régions chromosomiques et Clest le cas du QTL affectant la iongueur de cabosse et
de celui 1mphque dans la variation du nombre d'ovules par ovaire a Bingerville.
Il: pourrait s'agir en fait d'effets plelotroplques comme mis en évidence par
Mansur et al (1993) chez le soja et par Veldboom et al. (1994) chez. le mais, ou
d'effets de QTL mult1ples liés. Dans le cas d'effets pléiotropiques l'mtrogressmn’
rapide de caracteres est possible, par contre dans le cas de liaisons entre plisieurs
- QTL, il peut s'avérer nécessaire de rompre ces liaisons s'ils ont des effets inverses.

" Les deux caracteres agronomiques les plus importants pour lesquels des
QTL ont été mis en évidence sont la pourriture des cabosses dans les deux
localités et les dégats de mirides a Bingerville. Ce sont des caracteres qui n'avaient
pas une distribution normale et dont la détection par interval mapping pouvait
en étre affectée. Cependant, pour ce qui concerne la pourriture des cabosses, aussi
bien I'interval mapping que l'analyse de variance ont pu détecter les mémes
régions chromosomiques au niveau de chaque localité. De plus lorsque l'on
transforme le nombre de cabosses pourries en pourcentage qui tient compte de la
production totale en cabosses de chaque arbre, les méme zones chromosomiques
sont de nouveau mises en évidence. Les effets génétiques de ces QTL sont
importants: a Bingerville, ils favorisent la pourriture des cabosses. A Divo, les
deux QTL mis en évidence pour le pourcentage de cabosses pourries a l'aide de
I'analyse de variance ont des" effets opposés-lorsqu'ils sont estimés par analyse de
variance et par interval mapping. Etant donné que c'est le génotype du parent
male UF676 qui a été cartographié, on peut conclure que ce clone contient des
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génes de la sensibilité et de la résistance a la pourriture qui s'expriment dans un
envirofinement ou la pression parasitaire est importante. Etant donnée
I'influence de la non normalité des caractéres sur l'estimation des effets
génétiques par interval mapping, il est probable que l'estimation faite par analyse
de variance soit plus proche de l'effet réel. Ainsi a Divo, la région
chromosomique responsable de la pourriture provoque une réduction assez
importante du nombre de cabosses pourries (-3.29). Il apparait dés lors que pour le
méme caractere, des effets positifs‘et négatifs peuvent étre détectés selon le milieu
_et que l'effet additif observé est la résultante de tous les effets.

Les dégats dus aux mirides n'ont pas une distribution normale mais une
région chromosomique a été mise en évidence par analyse de variance sur le
groupe 2. Son effet est important et indique un accroissement de la sensibilité
due au parent. 'UF676 mais I'absence de répétition dans un autre milieu ne permet
pas de tirer'des conclusjons sur Ieffet du milieu: ,

_ L'utilisation de deux méthodes d'analyse a permis d'appréhender les
~limites de chacune d'elles. L'analyse de variance marqueur par marqueur s'est
avérée efficacé dans la détection de QTL pour les caractéres dont la distribution

n'est pas normale mais l'impossibilité d'une localisation précise des QTL ne -

- permet pas de juger de la valeur de la fréquence de recombinaison. L'utilisation
simultanée des deux méthodes permet une analyse critique des résultats.

IV- CONCLUSION

, En matiere de cartographie génétique, le choix des marquéuré RAPD au_
détriment d'autres marcjueurs est, souvent d a 'absence de polymorphisme
entre les deux parents de la population de cartographie car les RAPD révelent en
général plus de polymorphisme que les RFLP et les isozymes ainsi qu'un manque
d'équipements nécessaires aux énalyses moléculaires. Cependant, le caractere
dominant des marqueurs RAPD les rend peu propices a des cartographies
génétiques de certaines populations comme les F2. De plus, certains auteurs ont
montré la non universalité des cartes établies au moyen des RAPD car les groupes
de liaisons peuvent varier d'un croisement a un autre (Fauré, 1993). Aussi les
cartes RAPD sont souvent de portée limitée et ne peuvent étre valorisées que
dans des cas ol une descendance est particulierement intéressante pour certains
caractéres et sur laquelle on peut rechercher des QTLs. Par contre, les RAPD
peuvent servir & saturer des cartes génétiques établies au moyen des RFLP. C'est
d'ailleurs cette situation qui est de plus en plus rencontrée (Haley et al., 1993).
De nombreux caracteres intéressent le sélectionneur du cacaoyer: ce sont
: des caracteres liés 2 la qualité du cacao marchand ceux liés au rendement et ceux
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en rapport avec la résistance aux aléas biotiques et abiotiques. Certains, tels que la
grosseur des féves ont une forte héritabilité: dans ce cas, la sélection phénotypique
est efficace mais le cycle de sélection est long. D'autres caractéres tels que le
rendement sont complexes et sont tres influencés par le milieu. Pour ces
caracteres des schémas de sélection ‘plus complexes et plus longs sont utilisés.
L'apport des marqueurs peut étre appréciable a différentes étapes du programme,
en particulier celui de la cartographie des QTL qui permet dedécortiquer”’des
caracteres complexes en leurs cbmposantes plus simples pour connaitre leur
importance relative dans l'expression du caractére. Quelle que soit I'héritabilité
du caractere, la possibilité d'acces a I'information génétique par l'intermédiaire de
. marqueurs liés aux QTL peut aider dans le choix des stratégies de sélection.

Dans cette analyse exploratoire et bien que de faibles effectifs aient été
utilisés, il a été possible de détecter des QTL pour la plupart des caracteres analysés
et en particulier pour des caracteres importants tels que la taille des feves, la
pourriture des cabosses et les dégats de mirides. Dés qu'une conflrmatlon de ces
résultats aura été obtenue, il sera possible d'envisager d'introduire I'utilisation de .
marqueur dans la sélection de ces caracteres au cours des différentes étapes de la
éélgction récurrente réciproque en cours en Céte d'Ivoire (Paulin et al, 1993). La
pourriture des cabosses est essentiellement due au Phytophthora, agent de la

pourriture brune des cabosses. Cependant plusieurs facteurs biologiques et du -

- milieu peuvent intervenir dans la résistance. La résistance a la pourriture brune
des cabosses ainsi que celle aux mirides ont fait l'objet de plusieurs études
notamment'. au Cameroun et en CbHte d'Ivoire. Des clones résistants au
Phytophthora ont été identifiés grace a des tests réalisés sur cabosses et sur
feuilles en la‘boratoire. Cependant, la corrélation entre la résistance mise en
‘éviderice au laboratoire, encore appelée résistance intrinseque et la résistance au.
champ n'est pas toujours facile @ établir. Si ces résultats se confirmaient,
" l'association entre les marqueurs cTcCIR79, cTcCIR77, cTcCIR46 et le locus QTL
intervenant dans la résistance au Phytophthora offrirait de larges possibilités
d'utilisation pratique: tri précoce, aide au choix de géniteurs, vérification des
recombinaisons, possibilité de sélection assistée par marqueurs (Gallais, 1993).

La zone chromosomique de la résistance détectée dans cette étude étant tres
proche du mharqueur, il serait possible de faire un tri précoce efficace, des qu'il y
aurait suffisamment de feuilles pour réaliser des analyses RFLP permettant
d'optimiser la sélection pour ce caractere. Ces analyses compléteraient les tests sur
feuilles et sur cabosses réalisés en laboratoire. Par ailleurs, il serait possible de faire
synthétiser des amorces spemﬁques de la région et de réaliser des amphflcatlons
par PCR pour vérifier la présence ou l'absence de l'allele conférant la résistance
au Phytophthora.
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Introduit dans le programme de sélection récurrente réciproque a différents
niveau, le tri précoce permettra de sélectionner les géniteurs résistants pour
constituer les pools de populations a2 améliorer pour d'autres caracteres. Si la
diffusion de matériel clonal est envisagé, les associations des QTL avec les
marqueurs’ pourront servir a sélectionner au sein d'une descendance, les
individus répondant a certaines normes.

Pour rendre l'utilisation de marqueurs moléculaires plus accessible au
sélectionneur, il sera utile de transformer les marqueurs RFLP en marqueurs
PCR, utilisable en routine. Les perspecti\}es de ces recherches sont nombreuses
surtout pour une plante dont le cycle de génération est long. Ces recherches
nécessitent d'étre poursuivies afin de cartographier un grand nombre de QTL et
faciliter ainsi la tdche du sélectionneur.
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CONCLUSION GENERALE

RAPPEL DES PRINCIPAUX RESULTATS

Un des objectifs de ce travail était d'évaluer la diversité génétique des
cacaoyers par les marqueurs RAPD tout en comparant les résultats avec ceux
obtents par d'autres méthodes d'évaluation de la diversité mettant en jeu
caractéres morphologiques, ou marqueurs RFLP. L'intérét était de pouvoir ainsi
tester les potentialités de ces marqueurs RAPD pour évaluer et gérer les
ressources génétiques du cacaoyers.

Apres une étape préliminaire de mise au point de la technique des RAPD,
mises au point importantes pour obtenir une stabilité des fragments amplifiés
dans nos conditions expérimentales, nous avons étudié la diversité génétique de
106 clones de diverses origines et nous avons comparé les résultats a ceux
obtenus en utilisant les caractéres morphologiques et les marqueurs RFLP. En
accord avec les conclusions de ces deux types d'étude, I'existence de deux grands
groupes de cacaoyers que sont les Forastero et les Criollo a de nouveau été mise
en évidence. Ces groupes ont été mis en évidence par l'analyse de tous les
fragments ‘amplifiés polymorphes mais aussi’ par un nombre plus réduit de .
marqueurs correspondants aux séquences répétées identifiées par hybridation.
Ces groupes bien différenciés et variables correspondent probablement 2 une
différenciation”ancienne €t l'interfertilité entre ces deux groupes a donng

naissance a une grande: diversité de formes chez le cacaoyer. Des marqueurs -

. RAPD spécifiques de ces groupes ont été mis en évidence. Les génotypes
classiquement classés comme Criollo se sont regroupés ensemble ainsi que ceux
classés -usuellement comme Forastero. Une proportion élevée de clones bien
classés par.rapport a la classification morphogéographique a dong été obtenue par
l'utilisation des marqueurs RAPD. Par ailleurs, contrairement aux autres
-marqueurs, les RAPD ont permis de révéler une différenciation assez marquée.
du groupe des Forasteéro en deux sous populations distinctes qu'il convient
-d'appeler Forastero Bas. Amazoniens et Forastero Haut Amazoniens car
constitués essentiellement par des génotypes de ces groupes. Au sein du groupe
des Forastero Haut Amazoniens sont retrouvés de nombreux génotypes en
provenance de I'Equateur dont les génotypes SCAVINA qui apparaissaient
particuliers selon les analyses RFLP et les génotypes NACIONAL. De méme, les
génotypes GUYANAIS, qui se distinguent par leur morphologie et par les
marqﬁ‘eurs RELP du reste des Bas Amazoniens, et habituellement classés comme
Bas Amazoniens se sont classés parmi les Forastero Bas Amazoniens; ils se
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retrouvent aussi trds proches de quelques génotypes en provenance du Brésil.
‘Les Trinitario sont les plus variables et leur variabilité reflete leur origine.
hybride. Ils s'associent soit avec leg Forastero Bas Amazoniens (CC39, TJ1, MT1
-etc..), soit avec les Criollo (CNS23 ACUS85, UF221, ICS89 ). Le clone PA35 qui en
Cote d'Ivoire était classé comme Forastero Haut Amazoniens se retrouve parmi
les Criollo. Les Trinitario au cours de ces analyses n'ont pas- été différenciés en
tant que groupe aussi nous proposons qu'ils soient intégrés au Criollo pour la
majorité d'entre eux et que trois groupes de cacaoyers soient dorénavant
considérés: les Forastero Haut Amazoniens, les Forastero Bas Amazoniens et les
Criollo.

L'étude des parametres génétiflues de la diversité révélée par les RFLP a
montré qu'il y avait peu d'alleles par locus chez le cacaoyer. Par contre une
importante diversité ainsi qu'un polymorphisme élevé sont rencontrés. Une
forte structuration des populations a été mise en évidence et peut s'expliquer par
la présence probable de sous populations et par l'allogamie au sein de certains
groupes. Au niveau des Forastero Haut Amazoniens existe une importante
" diversité et un polymorph1sme élevé. Un pourcentage non négligeable
d'aptofécondation a lieu au sein de ce groupe qui est preferentlelliement
allogame. Cep'en‘dant peu de locus sont fixés. Au contraire, au sein des Forastero
Bas A}ﬁazonigns autogames, un nombre important de locus sont fixés, la
- diversité génique y est moins élewée ainsi-que le taux de polymorphisme détecté.
Une certaine consangufnité y est présente et un pourcentage élevé de locus sont a -
I'état homozygotes. Les Forastero Haut Amazoniens sont bien différenciés des
Forastero-Bas Amazoniens au niveau des fréquences géniques, Les Criollo et les
* Trinitario sont tres proches et une diversité génique élevée ainsi qu'un

polymorphisme important y sont rencontrés. Le niveau d'hétérozygotie observé ?
 est plus élevé chez les Trinitario que chez les autres grOﬁpeS. Ainsi pour toutes
ses ¢aractéristiques moléculaires, la populatioﬁ de cacaoyers de la Haute
Amazoflie apparait comme le meilleur ‘représentant de l'espece et la Haute
Amazonie est probablement le centre de diversité de l'espéce mais rien ne
permet d'affirmer-que les Criollo provxennent des Forastero sur la bases des
‘analyses moléculaires.

Au niveau des génotypes individuels une grande variabilité existe quant
‘au nombre de locus hétérozygotes dans chaque groupe. Ainsi, on trouve des
clones 2 I'état homozygote pour un grand nombre de locus dans tous les groupes.
Au sein des Forastero Haut Amazoniens étudiés, P2 est homozygote pour 27
locus sur les 27 analysés, LCT-EEN 127 l'est pour 25 sur 26 locus. Au sein des
Forastero Bas Amazoniens les génotypes les clones Guyanais posseédent de
nombreux locus & I'état homozygote de méme que les clones Bas Amazoniens du
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Vénezuela Au sein desCriollo le génotypes BOC et PV6 sont homozygc)tes pour
26 et 27 locus sur les 27 analysés. ’

Les analyses de cartographié réalisées n'ont pas abouti 2 la construction
‘d'une carte génétique saturée en marqueurs RAPD sur la descendance UPA409 x-
POR. Néanmoins les marqueurs RAPD développées ont permis de compléter la
‘carte génétique réaliséel sur la descendance UPA 402 x UF 676 en utilisant
plusieurs types de marqueurs.

La localisation de locus intervenant dans la variation dé certains caracteres
quantitatifs étaient un autre objectif de nos études. L'analyse de la descendance
UPA 402 x UF 676 a permis de localiser des QTL pour certains caractres
agrondmiques importants comme la résistance 2 la pourriture brune des cabosses
et la résistance aux mirides. La pourriture brune des cabosses est l'une des
maladies principales de la cacaoculture en Afrique et notamment au Cameroun
qui limite-la capacité de productiori de ce pays. L'amélioration génétique par la
sélection de génotypes tolérants a la pourriture se heurte 2 la difficulté de corréler
la tolérance a la pourriture brune estimée par des tests en laboratoire sur cabosses
ou sur feuilles et celles observées en champ ainsi qu'au déterminisme
polygénique .de ce caractére. Aucune méthode fiable de sélection précoce de
" géniteurs basée sur des tests de tolérance a la pourriture brune n'est encore
disponible a \celjour. Nous avons détecté des facteurs de la sensibilité a la
pourrityre chez le clone UF676 localisés sur les groupes de liaison 1 ,.8 et 10. De
méme, un QTL de la sensibilité aux mirides a été localisé sur le groupe 2 et pres
du ‘marqu.éur gTcCIR135. Des QTL ‘intervenant dans l'expression des
caractéristiques des feves et des cabosses ont aussi été mis en ev1dence sur les
groupes 2 3,5, 8et9

PERSPECTIVES

Une des raisons de I'utilisation d'un nombre limité-de génotypes dans les
programmes d’'amélioration du cacaoyer dans le monde malgré la richesse
génétiq{le de cette espece est l'insuffisance de connaissances sur les clones
n&aintenus'en‘ collection. En effet, les données morphologiques sont longues a
acquérir et les marqueurs enzymatiques a cause de leur nombre limité, sont peu
‘utilisés. Le développement des marqueurs RFLP est récent et la technologie n'est’
pas facilement utilisable en routine. A coté des marqueurs enzymathues les
‘RAPD apparaissent comme pouvant aider dans I'évaluation des collections. Les
RAPD révelent de la variabilité intra et intergroupe et nous semblent adaptés a
'étude de la diversité génétiq\ie au sein des différents groupes de cacaoyers. Ceci
est possible grace a l'existence de bandes spécifiques des différents groupes. Dans
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notre analyse de la aiversité, 49 marqueurs RAPD ont été utilisés mais il est
possible de réduire le nombre de marqueurs et obtenir les mémes informations
lorsque le nombre de groupes a analyser est réduit. Le polymorphisme révélé par
les RAPD est important et devrait permettre l'évaluation de la diversité
génétique des génotypes- méme apparentés. La simplicité de la technique PCR
rend possible une utilisation en routlne des marqueurs RAPD en prenant’
beaucoup de précautions. Le sélectionneur pourra alors vérifier les appartenances
des génotypes ou reclasser des génotypes qu'il utilise. L'étape suivante 2 aborder
aprés les diverses études globales de diversité génétique est 1'étude plus fine des
diverses populations de cacaoyers. En effet, une présomption de l'existence de
sous populations au sein des groupes existe et reste a confirmer, La révélation et
la caractérisation de sous populations particulieres permettront de mettre en
évidence des caractéristiques intéressantes pour le sélectionneur. L'étude de la
diversité de toute l'espéce introduit un biais par le choix des génotypes et masque
les particularités de certaines populations .

Une voie a explorer est I'étude de-la distance génétique estimée par les
marqueurs moléculaires et le phénomene d'hétérosis observé dans certains
croisements. Ces études ont été réalisées chez certaines especes et ont pefmis
‘d'établir des corrélations fiables qui peuvent étre utilisées dans le choix des
géniteurs. Grace aux études moléculaires, il est dorénavant possible d'accéder aux
' génotypes de nombreux clones. Il devient alors possible d'établir une relation
entre le degré djhétérozygotié des parents et 'hétérogénéité des descendances
obtenues. Si une telle relation existait, il serait alors possible d'utiliser les
géniteurs quasx ‘homozygotes mis en évidence dans tous les groupes pour la
création de descendances homogznes proches des hybrides F1, souhaitables
surtout pour Ihomogenexte des caracteres de.qualité du prodult marchand.

Au niveau de la sélection du cacaoyer, la_ tendance actuelle est 2
~ l'utilisation des'. methodes -de sélection récurrente réciproque qui permettent
aussi bien une améligration 1ntrapopu1at10n qu'interpopulation tout en
permettant des sorties variétales a différentes étapes du cycle. Ces schémas de
sélection partent de populations sources possédant certaines caractéristiques
généralement complémentaires. En Cote d'Ivoire ol un programme de sélection
est en cours depuis queiques années, deux populations de base appelées A0 et BO
regroupant d'une part les Bas Amazoniens et Trinitario et d'autre part les Haut
Amazoniens et les Cr10110 ont été constituées. D'apres les résultats de notre étude
de diversité, les groupes les plus élpignés sont les Forastero Haut Amazoniens et
les Criollo, et les hybrides entre ces deux groupes devraient exprimer un
maximum d'hétérosis. En pratique, cela reviendrait a récréer des Trinitario, par
un choix judicieux des parents. Les divers groupes présentent de la variabilité
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Aussi, nous proposons la création de trois populations de base constituées de
~ Forastero Haut Amagzoniens, de Forastero Bas Amazoniens et de Criollo. Les
Trinitario seraient intégrés aux Criollo. On rechercherait au sein des Forastero
Haut' Amazoniens les qualités de precocxte, de vigueur, de productivité et de
tolérance aux aléas. Chez les Bas Amazomens, ce seraient l'adaptabilité et la
tolérance aux-aléas qui seraient recherchées. Quant aux Trinitario et Criollo, ils
apporteraient les qualités de feves. Au sein d'un groupe donné, il sera nécessaire
d'étudier par les marqueurs RAPD, un nombré important de génotypes afin de
déterminer l'importance de la varlabxllté et révéler des génotypes intéressants.
Au sein des Forastero Bas Amazoniens, une grande variabilité sera apportée par
les clones de Guyane et du Vénézuéla ainsi que les génotypes sauvages brésiliens.
Dans un premier temps la sélection intragroupe permettré de disposer des
génotypes présentant les meilleures caractéristiques de chaque groupe. Ainsi
pourront étre sélectionnés des Criollo proches des Trinitario et présentant une
bonne vigueur ainsi que de la tolérance aux aléas. La réalisation de croisements
entre clones ainsi sélectionnés et-leur évaluation aboutira a la sélection
d'hybrides présentant une bonne productivité associée a une bonne tolérance aux
aléas ainsi' qu'a de\bgnnes qualités de feves. Les associations des locus QTL avec
les marqueurs moléculaires pourraient étre utilisées pour optimiser les
différentes étapes de ce schéma. Par ailleurs , I'on pourra suivre I'évolution de la
variabilité au cours des cycles de sélection.

. Les QTL mis en évidence dans nas études I'ont été en utilisant des
descendances d'effectifs faibles. Etant donné l'intérét de la descendance UPA402 x
UF676, il faudrait poursuivre ces études en analysant cette populatibn pour des
caractdres plus ciblés dans une perpective d'amélioration génétique par
I'utilisation de nombreux individus. Ceci est possible car cette descendance se
~ trouve dans plusxeurs essais de descendances en Cote d'Ivoire et se trouve aussi
dans d’autres pays . On pourra par ailleurs étudier les interactions QTL/
énvironnement et évaluer de maniere plus juste s'il-convient d'entreprendre
une sélection assistée par marqueurs sur le.cacaoyer pour tous les caractéres.

"
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f Annexe 1: Extraction d'ADN total

Pour 8 g de feuilles seches broyées répartis dans 16 tubes:

| Citrate de sodium 0.2 N, pH 8 | 260 ml
| EDTA 500mM, pH 8 40 ml
" |sps20% - - [20ml -
Mercaptoéthanol pur 2ml

N ¥

- Répartir 16 ml de tampon d'extraction dans chacun-des 16 tubes
ajouter 500 mg de poudre de feuilles séchées finement broyées, une spatule de
polyvinylpirrolidone et 100 g de protéinase K A 12.5 mg/ml.
- Incuber 1 heure au bain marie a 50 °C avec agitation, puis 20 min a 65 °C.
-- Ajouter 5 ml d'acétate de potassium 5M, pH 8 et incuber 1A5vrnin a0°C.
- Ajouter 9 ml de PCIAA ( Phénol-chloroforme: isoamylalcool 25-24:1).
.- Centrifuger 1 heure a 4200g, prélever la phase aqueuse et y ajouter 9 ml
d‘isépropanol : bien mélanger doucement.
- Prélever la pélote d'ADN a l'aide d'un hamecon en verre et la laisser
reprendre une nuit a 4 °C dans 500 pl de tampon de reprise(TrisHC] 50mM
pHS8, EDTA 10mM).
- Incuber a 37 °C pendant 20 min avec de la ribonucléase T1 2 25 mg/ml.
- Ajoﬁ'ter 100 -ul d'acétate de sodium 3 M pH8 et 1 ml d'éthanol absolu et
incuber 1 heure 2 4° C, -
- Centrifuger 20 min a 12000 g , rincer le culot avec 1 ml d'éthanol 80 % et
récentriguger pendant 5 min.. | ‘ . ’
- Sécher le culot a l'air libre et le résuspendre dans 500 pl de TE (TrisHCl 10mM
: pH8, EDTA 1mM). La pureté de ' ADN obtenue est suffisante pour réaliser des
«réactions RAPD. "



Annexe 2: PROTOCOLE D’AMPLIFICATION D'ADN PARLA PCR(RAPD).

-Décongeler un tube d'eau ultra pure, le tampon de reaction, les solutions
d'ADN, les primers et les nucléotides ~

-Mettre en marche le block thermique

-Numéroter les tubes et préparer une solution mere avec les réactifs dans
I'érdre et les quantités suivants:

Pour une réaction de 25 ul par tube

Volume | Concentration finale
Eau 8,7ul L
Tampon 10X {25 ul |{x _ , '
MgCI2 1,5 ul 1,5 mM
NTP 2ul 200 uM
Primer 5ul 0,2 uM
Taq , 0,3 11,5 unité -
ADN 5ul 2.5ng

NB: avant d'ajouter la Taq, bien vortexer la solution meére. Aprées avoir
ajouter la Taq , bien melanger en penchant plusieurs fois le tube (ne pas
vortexer)

Centrifuger la solution et distribuer 20 ul de la solutxon mére par. tube puis_
ajouter 5 ul d'ADN a 0.5 ng/ ul . :

-Recouvrir le mélange d'une goutte d'huile minérale ultra pure ‘et mettre
les tubes dans la machine . Amplifier a 1a1de du programme ci- dessous. |,

Programme d’amplification sur machme Techne PHC2 -

1 cycle 94 °C pendant 5 mn
36°c pendant45s
72 °c pendant 2 mn
45 cycles 94 °c pendant 50 s .
36°c pendant 45 s . )
72 °c pendant2 mn - ' a
1 cycle 94 °c pendant 50 s
’ - 36°c pendant45s A
. 72 °c pendant 10 mn ‘ '
4°c pendant 30 H

Préparer un gel d’agarose dans du TBE a 1,4%. A la fin du programme
d’amplification ajouter 1/10 du volume de réaction de Bleu Stop (10X) a
chaque tube pour arréter la réaction.

Deposer les produits d'amplification dans le gel et les faires migrer a 100 V

pendant 2 a 3 heures. Colorer le gel pendant 20 min au BET et le
photograhier sous U.V.



Annexe 3: Protocole d'extraction d'ADN pour analyses RFLP

'Pour 4 g de feuilles fraiches broyées en présence de PVP reparties dans trois
tubes, preparer 22 ml de tampon d'extraction comme suit:

Réactifs _volume Concentration finale
Citrate de sodium 0.2N, pH 8| 18 m] 0,16 N .
EDTA 800mM, pH 8 3 ml 70 mM

SDS10 % . {1 ml 1,25 %

Bisulfite

Incuber sous agitation a 65°C pendant 2 heures
Ajouter 8 ml d'acetate de sodium 5M pH 8 et laisser 5 min dans la glace
Ajouter 20 ml de chloroforme: 1soamylalcool 24:1 (CIAA), centnfuger 40

~min a 3500g

. Recupérer la phase aqueuse et mettre dans le méme volume d' isopropanol
. Récupérer la pelote dans les trois tubes d'extraction et y ajouter 4 ml de TE. -

Laisser reprendre a 4°C pendant une semaine.
- dissoudre 10.3 de chlorure de césium dans du TE et a]outer a IADN

'a]uster le volume a 12 ml avec du TE.

- Transvaser dans un tube a sceller avec 300 pl de bromure dé thldlum alo0

' mg/ml

- Centrifuger a 40000 g pendant au moins 40 heures.

-~ Récupérer.la bande d'ADN sous rayonnement U.V.
. - Eliminer le bromure d'éthidium ave¢ dy butanol-1 saturé en TE.

- Précipiter avec 3 volumes d'éthanol 70 % pendant 2 heures a -20 °C.

- - Centrifuger a 10000'g pendant 30 mm et laisser reprendre dans 500l de TE

pendant au moms 72 heures.



Annexe 4: Préhybridations et hybridations

La prehybndatxon et 'hybridation sont faites a 42°C dans 10 ml de tampon
suivant, pour un tube contenant une membrane(conserver le reste du tampon
pour les hybridations) .

¢

Réactifs volume pour 50 ml Concentration finale
114.5x55C x 36 % 13.8 ml © -~ . 110 % de dextran

Dextran :

-20xSSC ~ |5ml olex

- formamide 25 ml : 50%

-Denhart 50 - 5 ml - ) 5k

20xSDS 1.25ml 0.5%

ADN de sperme de | 150l - - - 125 pg/ml ‘

hareng ,

marquage

pour un volume final de 50 ul

-50 ng de sonde dans 28 pl d'eau

-4 pl de primer

faire bouillir pendant 5 min , laisser refroidir (2 mn) et ajouter
-10 pl de tampon d'enzyme :

-2 pl d'enzyme polymerase

-4 pl «32PdCTP

incuber 1 H a 37°C puis ajouter

-250 ul de TE

faire bouillir pendant 5 min , mettre dans la glace pendant 5 min et melanger a
la solution d'hybridation.
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Annexe 5

Digestion enzymatique d'ADN

Pour chaqué digestion d'un volume final de 100 pl
" “7ug d'ADN par digestion .
. =10 % de tampon d'enzyme soit 10 pl

-5 % de spermidine 40 mM soit 5 ml

- 5 % ribonucléase T1 a 25mg/ml s0it 5 ml

- 5% de BSA soit 5ul

- 1 ml/hg d'endonucléase dosé a 10 unité par ml

- Eau stérile pour completer le volume a 100 pul

Incuber unenuit a 37 °C .

Purifier ' ADN - digéré avec:

-1 volume de Phénol:chloroforme: 1soamylalcoel (PCIAA)

| _ -centrlfuger pendant 20 min a 12000g

-précipiter avec 1/20 volume de NaCl 5 M et 2 volumes d'éthanol absolu
-laisser reposer 30 min & -20 °C

~centrifuger 20 min a 12000 g , récupérer le culot et resuspendre dans du 20 ul
deTE

¥

transfert sur membrane

Incuber le gel pendant 10 min dans du Hcl 0.25N

Rincer a I'eau distillée

Incuber 30 min dans NaOH 04N .

Dans un bac contenant 1.51 de NaOH 0.4 N, placer une éponge , puis 3 feuilles

de papier filtre (Watman), une membrane nylon Hybond N+, 3 feuilles de

papier filtre (Watman), puis un paquet de papier Kleenex. Poser sur l'ensemble

-, une plaque de verre.

Laisser transférer toute la nuit. Rincer l]a membrane dans du 2xSSC et la sécher
entre deux papiers absorbants (La:-membrane peut se conserver séche).



Annexe 6

Récupération d'ADN par utilisation de gel d'agarose i bas point de fusion

Faire un gel avec de l'agarose a bas point de fusion a 1.2 % dans du TBE
faire migrer a 100 V pendant quelques heures selon la taille du fragment et
colorer au BET

Récuperer sous U.V. le fragment a I alde d'une pallle et d'une pipette (ne pas .

exposer trop longtemps aux U.V.)

Conserver au réfrigéradteur.



Annexe 7

CLONE PDCAB NBFEV  LGCAB  DIAMCAB PVIDE CORTEX

1ICS53  NBOBS r 31 31 23 23 . 23 23
‘ Moyenne 653.9 32.84  '183.74 89.39 517.35 47.91
&cart type - 156.14 10.31 18.72 5.67 112.74 110.42

ACU85 NBOBS. 103 103 © 26 26 26 26
< Moyenne 3658 . 2783 - 15685 = 76.19 30335 . 4573

" écart type - 107.24 11.56 17.17 7.4 88.14 15.45
UPA402 NB OBS 26 26 24 24 24 24
: Moyenne 295.92 30.12 11863 = 7333 209 44.58
écart type 89.86 11.76 , 17.6 6.88 . - 62.58 12.72°

IMC67 NBOBS 56 35 26 26 26 26
* Moyenne 79141 ©  47.11 203.96 100.77 711.15 49.19
écart type 244.76 14.81 20.52 7.4 172.98 13.09

UPA409 NBOBS . 100 100 26 26 26 26
Moyenne 52557 .  28.83 147.92 88.96 445.54 51.19

écart type 120.09 11.35 12.82 6.11 100.78 13.52

WA40 NBOBS 102 102 26 26 26 26
'~ Moyenne 3949 . 285 157.08 80.04 342.73 58.23
édart type 106.15 13.21 17.35 5.78 79.91 12.82

IFC15 NBOBS - 14 14 14 14 14 14
: Moyenne 393.71 3864 - 145.29 75.57 273 35.79
écart type 97.7 8.86 12.99 6.43 62.47 6.74

ICS84  NBOBS - 100 100 26 26 26 26
Moyenne 809.06 3578 - 208 95.12 706.85 55.58

~ écart type 164.44 753 20.37 6.04 17043 . 1573
ICS100. NBOBS . 46 46 26 26 26 .26
: Moyenne 478.09 21.54 151.12 88.31 423.15 63.31
. écart type 149.37 9.73 14.22 7.06 102.67 13.52
UPA413 NBOBS -~ - 103 103 24 26 26 26
' Moyenne 472.54 33.48 .160.5 89.12 448.46 50.73
écart type - 146.19 12,96 9.45 4.25 61.22 .16
_ T63/967 NBOBS =, 100 100 | 26 26 26 26
. Moyenne 440.74 31.44 171.77 81.73 371.27 49.85
écarttype . 124.91 11.73 11.66 3.6 56.26 - 8.75
T60/887 NBOBS . - 103 103 26 . 26 26 26
. 'Moyenne . 42237 3391 15323 . 8323 . 35392 50.27
écart type 81.02 . 8.99 9.76 415 = 6556 1047

P32A . NBOBS' 36 % 27 27 27 27
.+ Moyenne 328.86 26.92 135.44 7137 -+ 249.85 40.67
écarttype - ¢ 6242 - 9.08 . 112 3.55 40.04 8.41

R15 NB OBS 16 16 16 16 16 16
Moyenne 519.5 ° 40.5 170.87 84.56 365.37 23.38

., écart type 102 4.72 18.64 64 - . 8549 9.67
IFC19  Points 17 17 F 17 17 17 17
Mean - 771.59 45.35 195.24 91.94 570.59 41.76

écart type 199.97, 341 20.38 5.73 169.93 6.93
SPEC160-NB OBS 37 37 - 2. 26 26 26
‘Moyenne . 651.35 27.65 175.92 93.35 558.35 - 42.85

écart type 17584 . 1013 ° 19.21 7.94 140.15 1354

CARACTERISTIQUES DES CABOSSES . *

PVIDE=poids vide en g NB OBS=nombre d'observations

LGCAB=longueur de cabosse en mm - DIAMCAB=diametre de cabosse en mm
CORTEX=épaisseur de cortex en mm



Annexe 7 suite -

CLONE PDCAB___ NBFEV - LGCAB___ DIAMCAB PVIDE __ CORTEX _
PI9A  NBOBS 50 50 27 27 7 27
Moyenne 326.08 27.8 154.22 727 27081 ' . 6293
' écarttype . 8225 12.22 14.58 5.57 61.16 96"
P13B NBOBS . 68 68 27" 27 27 27
Moyenné 261.22 25.63 141.89 67.07 22515 . 39.89
écart type 60.35 8.43 10.77 3.73 41.44 6.78
MO81 - NBOBS o111 - 101 34 4 0 34
Moyenne 565.75 43.37 193.62 98.82 0 51.24
écart type 200.17 1154 . 1797 895 0 1661
ACT2-11 NB OBS 93 93 27 27 27 27
Moyenne' 505.1 ° 26.86 154.41 87.04 380.37 23.11
écart type 127.24 7.95 936 = 571 180.41 124
IFC413 NBOBS 104 4 26 26 26 " 26
Moyenne 303.87 33.35 155.73 72.81 200.62 24.46
écart type 62.96 7.39 1536 5 49.02 6.94
IFC6  NBOBS 104 104 36 36 35 . 36
Moyenne 503.19 34.44 190.33 78.61 403.23 35.33,
écart type 123.65 8.15 25.96 6:88 113.42 " 9.97
DR1 NB OBS 27 27 24 24 24 24
Moyenne 601.22 - 36 192.08 85.54 437.08 34.92
écart type 112.56 764  17.32 5.24° 82.91 10.05
'SF23  NBOBS 26 26 . 22 S22 2 - 2
Moyenne 389.46 39.5 13532 ' 81.05 © 27591 27.09
écarttype . 8257 8.76 15.75 5.24 - 6146 8.25
NA32 NBOBS 101 101 26 26 26 © 26
Moyenne 400.3 35.59 151.88 * 7838 . 31038 . 4454
écart type 76.24 8.21 10.48 425 4812 . 1155
[FC5 NBOBS . 101 101 2 30 300 30
Moyenne 423.86 38.55 146.45 815 316 . 2637
) écarttype = 77.74 517. 1141 512" 70.4 ' 8.05
UF667 NBOBS 102 102 .28 28 . 28 .26
Moyenne 674.12 33.33 174.36 94.93 520 4573
écart type 144.4 19.33 13.26 6.42 11379 1423
MAT1-6 NBOBS 84 78 26 26 . 26 26
Moyenne 408.89 34.76 131.08 86.96  359.42 42.19
. écarttype  86.67 7.47 997 42 * 4995 11.97
SNK12 - NB OBS 100 100 - 26 26 26, . 26
Moyenne 938.79 ..  40.61 219.15 105.42 905 . 61.81
écart type 201.01 6.63 1728 . 7.04 201.76 15.24
. ICS60  NBOBS M 34 30 26 - 26 © 26
Moyenne 67353 - 3888 21017 8827 ' 47569 ° .41.92
écarttype  186.54 893 2831 ' 7.34 143.34 . - 8.78
MO98 NBOBS 37 37 32 26 26 . 26
© Moyenne . -796.22 50.05 180.38 99.35 623.58 4827
écart type 173.55 15.34 1961 - 4.23 1121 929
SCA6 NBOBS® 91 91 26 . 26 26 26
Moyenne 462 44.95 173.81 79.62 397.35 51.35
écart type '115.15 . 1063 1211 657 - 9519 . 1053

CARACTERISTIQUES DES CABOSSES -
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Annexe 7 fin

27

27 -

_ CARACTERISTIQUES DES CABOSSES -

CLONE PDCAB NBFEV  LGCAB  DIAMCAB PVIDE _ CORTEX
MOQ413 NBOBS | 76 . 76 27 27 27 27
Moyenne 577.26 32.36 150.96 95.7 522.26 46.78
. écart type 169.97 9.56 8.86 5.22 94.63 12.07
MOQ647 NB OBS 23 23 23 23 - 23 23
Moyenne 648.26 38.13 192.96 84.17 501.61 67.65
écart type 227.38 9.77 22.95 8.23 180.34 19.45
LAF1  NBOBS 16 16 16 16 16 " 16
‘Moyenne 496.31 2875  159.88 84.06 354.06 !
-écart type 131.27 10.14 16.94 8.16 82.78 8.57
AMAZ15 NB OBS 69 69 26 27 27 27
Moyenne 585.36 26.72 160.42 90.7 547.59 61.11
~ écart type 179 . 11.69 14.64 518 102.89 14.05
MO9  NBOBS 30 30 27 27 27 27
'Moyenne 462.3 37.23 164.37 85.41 370.93 42.85
. écart type . 138.57 10.61 18.72 7.22 109.15 12.73
PA13  NBOBS 34 34 24 27 27 . _
" Moyenne . 41056 18.85 166.08 7648 359.04 6748
, écarttype . - 168.53 12.09 18.61 793 124.89 17.82
LAF3 - NBOBS - 20, 20 20 20 20 20 :
Moyenne 432" 3355 146.05 80.7 - 327.65 45.55
© .écarttype’ *+99.59 5.07 . 1443 - 5.49 89.63 1142
UPA620 NBOBS . 108 108 27 27 .. 27 27
Moyenne - 526.28 .35.97 165.74 88.78  450.78 53.15
écart type 98:11 - 852 ' 10.39 4.07 90.59 13.2
" EQX107 NBOBS 34 34 26 26 26 26
., Moyenne 541.82 17.71 177.35 775 47781 96.35
écart type 198 10.56 31.26 8.07 159.63 20.74
SF1 NB OBS 105 105 27 27 27 .27
Moyenne , 298.47 36.46 143.11 74.7 238.4 28.96
< écart type 81.44 1343 . 1262 4.76 45.15 6.5
ICS95 NBOBS . 103 103 27 27 27 27
Moyenne 605.75 36.74 208.41 85.26 555.63 49.44
. écart type 123.09 6.65 14.37 4.74 194.79 12.57
ICS39  NBOBS 103 . 103 27 27 27
Moyenne 496.6 35.6 204.3 87 451.15 51.67
© écart type 1249 8.87 16.52 5.86 914 - 1394
ICS89  NBOBS 103 103 27 27 27 27
Moyenne 488.56 23.9 168.41. 83.56 461.63 66.11
écart type 124.02 8.91 15.58 5.18 116.77 15.93
UPA401 NB OBS 50 50 26 26 26 39
Moyenne 3344 25.82 135.12 79.35 274.88 24.62
écart type. 116.05 11.26 15.94 6.52 68.17 19.71
PA121 NBOBS 95 95 27 27 27 27
' " Moyenne 374.56 28.56 167.63 77.81 308.93 40.85
écart type 102.99 7.36 15.66 5.23 71.22 11.49
IMC31 NBOBS 17 17 17 17 17 17
Moyenne 545.18 37.59 153.12 88.29 404.88 54.12
écart type 132.42 14.87 228 6.44 88.88 13.19
P7 NB OBS 70 70" 26 26 26 26
Moyenne 423.6 28.94 154.42 83.69 385.12 14719
écart type 109.5 11.46 14.82 5.98 85.89 12.23



Annexe 8

LGFEV=longLieur de feve en mm  PFEV=poids de féve en g
EPFEV=épaisseur de féve en mm '
NB OBS=nombre d'observations

CARACTERISTIQUES DES FEVES

CLONE - PFEV ' ' LGFEV EPFEV -

MOS9 Nb Obs 102 102 102 .

MOYENNE 13.02 204.97 - 83.745

écart type 1.4957 17.174 8.8583

LAF3 Nb Obs 100 100 100

MOYENNE ' 16.79 231.78 86.32:

' écart type . 2.4049 18.916 11.582

UPA620 Nb.Obs 104 104 104

MOYENNE 20.635 240.14' 83.942

écart type 2.2167 © 13154 12.843

SF1 Nb Obs 102 L1020 . 102

MOYENNE 13.461 221.91  67.559

. écart type 2.4763 . 20.933 10.867
ICS39 Nb Obs 102 102 102

. MOYENNE 28.343 281.41 '94.775

‘ écart type '4.3361 21.107 11.528
UPA401 Nb Obs 103 103 103
' " MOYENNE 17.291 239.97 77.029 -

- _ écart type 1.6606 16.08 ' 13.189

ICS89 Nb Obs 101 . 101 101

MOYENNE . 24.832 248.68 94.832

" écart type 3.2468 22.292 14.826

ICS95 Nb Obs 104 104 104

: - MOYENNE 17.125 221.35 90.394

. écart type 2.3676 12.85 9.94

PA121 Nb Obs 108 - 108 - 108

' MOYENNE 15.269 '216.91 81.241

écart type 1.3983 11.877 9.2745

IMC31 Nb Obs 104 - 104 104

MOYENNE 17.077 251.41 60.885
écart type 1.9443 15.594 9.9262 °

MOQ647 Nb Obs 102 102 102

MOYENNE 19.431 258.57 82.647

écart type 2.6829 22.488 11.198

P19A -Nb Obs 104 104 104

MOYENNE " 13.519 221.7 72.894

écart type 1.6778 16.634 8.5103

P13B Nb Obs 105 105 105

MOYENNE 11.324 196.7 67.143

écart type 0.12945 1.6172 1.0718

EQX107 . Nb Obs 92 .92 92

MOYENNE 16.554 219.37 97.25

écart type 2.7149 18.823 9.9423
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Annexe 8 (suite)

écart type

16.968

' CLONE PFEV LGFEV EPFEV
MO8 Nb Obs 100 100 " 100
‘ MOYENNE 12.48 205.41 81.12
‘ - ecart type 1.9085 13.876 9.911
ACT2-11 Nb Ops 100 100 100
- _ MOYENNE 15.71. 224.61 82.38
\ écart type 2.2261 19.611 11.408
- R15 - ' NbObs 101 101 101
MOYENNE - 20.475 - 246.5 87.564
écart type 3.002 16.5 13.304
IFC413 Nb Obs 100 100 100
MOYENNE 18.59 226.45 84.89
: ‘écart type 2.9339 122.962 12.137
IFC8 Nb Obs 100 100 -~ 100
MOYENNE 17.01 224.68 - 97.79
écart type 3.3288 22.186 11.913
DR1 Nb Obs - 100 100 100
MOYENNE 25.68 255.79 104.22
écart fype v 3.629 '21.567 13.052
SF23 - NbObs 100 100 100
: MOYENNE 15.6 231.45 83.27
écart type 1.9949 18.939 9.7751
NA32 Nb Obs 101 101 101
MOYENNE 13.218 211.06 68.168
écart type 2.3221 18.309 9.6167
IFC5 Nb Obs 100 100 100
‘ MOYENNE 15.18 225.78 81.34
écart type 2.012 17.131 6.8198
UF667 Nb Obs 100 100 100
MOYENNE 29.2 280.69 93.82
. écart type 4.3041 19.511 15.234
Mat1-6 Nb Obs " 100 100 100
MOYENNE 17.14 242.59 78.:44
: écart type 1.7351 16.707 9.7404
ICS60 Nb Obs 100 100 100
'MOYENNE 29.62 280.97 - 97.7
écart type 5.3669 25.39 . 13.162
- IFC19 Nb Obs 100 100 100
- MOYENNE 21.22 249.99 88.68
) écart type 2.456 17.057 . 11.401
‘MO98 - Nb Obs 100 100 100.
' MOYENNE 15.61 246.71 65.86
: écart type 2.3523 23.536 15.747
SCA6 Nb Obs - 100 . 100 100
- ' 'MOYENNE '10.9 205.24 70.54
' o écart type 1.5923 15.214 7.3256
SPEC160-9 NbObs * 100 100 . 100
MOYENNE 19.64 233.13 93.62
2.4268 13.901




Annexe 8 (fin)

CLONE PFEV LGFEV EPFEV
ICS53 Nb Obs 100 - 100 100
: ' MOYENNE 23.86 - 250.36 96.17
écart type 3.6293 24.265 13.923
ACUS85 Nb Obs 100 - 100 100
MOYENNE 20.46 242.83 . 90.28
écart type 2.672 20.013 12.716
UPA409 Nb Obs 100 © 100 ‘100
MOYENNE - 16.09 244.42 75.26
écart type - 2.4125 22.743 13.559
UPA402 - Nb Obs 101 101 101
MOYENNE 15.941 . 238.51 74.842
ecart type 1.5545 16.216 11.871
WA40 Nb Obs 103 103 103
MOYENNE 121,262 215.34 109.51
écart type - 2.3346 11.004 12.588
IMC67 Nb Obs 100 100 . . 100
MOYENNE 16.46 246.47 ,79.72
écart type 2.047 20.156 9.1741
P7 Nb Obs 101 101 101
' MOYENNE 16.257 237.38 78.426
écart type 2.5716 20.409 11.029
UPA413 Nb Obs 100 100 100
MOYENNE 16.31 240.68 66.61
: écart type -1.6859 15.68. 11.207
ICS100 Nb Obs ' 100 100 100
MOYENNE . 27.2 243.27 104
écart type 2.3138° 14.28 " 14.986
MOQ413 Nb Obs 101 101 <101
‘ - MOYENNE - 20.574 263.64 76.436
= écart type 2.7725 17.142 . 11.74
‘T60/887 . - NbObs 100 100 100
MOYENNE 14.64 213.81 81.2
écart type 1.7146 14.203 12,155
T63/967 Nb Obs 102 102 102
MOYENNE 19.549 . 243.89 79.206
écart type 2.2455 16.409 15.258
SNK12 Nb Obs 103 103 . 103
MOVYENNE 21.786 263.2 90.631
écart type 3.1705 24.586 11.106
AMAZ15-15 Nb Obs 104 104 104
MOYENNE 22.183 270.08 90.298
écart type 2.6723 20.713 12.703
PA13 Nb Obs 100 100 _ 100
MOYENNE 16.61 226.64 102.36 .
écart type 2.9401 16.6 10.812"
P32A Nb Obs 102 102 102
MOYENNE 14.196 205.89 88.892
écart type 1.3862 19.192 12.502
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Annexe 9
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Plan 1 (24%) de I'AFC sur les'données RAPD
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Anhexe 9 (suite)
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Plan 1 (31%) de I'AFC sur leé données cDNA
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Annexe9 (fin)

Nom de clone N° |Nom de clone N° [Nom de clone N° |Nom de clone N°
Amazi5 -1 [cuM214 - 51 |ICS53 97 |IFC2 159
EBC10 3 |G8 - 52 |{ICS89 98 |IFC4 160
ECNR 4 Hern212 53 |ICS95 g9 |IFC5 161"
EET59 5 - |ICS39 54 |ICS98 100 |IFC15 162
. |EQx94 6 |ICS60 57 |IFCé 101 |IFC307 163
- |EQXT07 7. lics100 58 |IFC19 104 |IFC361 164
IMC31 9 |JS206 59 |IFC413° 106 |MAT1-6 166
IMC67 10 {La esmida . 61 |K5 109 {Para 168 -
JLCT-EEN84 13 |LAF1 62 |LAFI7 110 |SIAL70 170
LCT-EEN 127, 15 [LAF3 64 |MOQ413 113 |SIC864 172
LCT-EEN325 17 |OC61 dl 65 |MT1 116 |SF23 173
LCT-EEN.371 18 |OC73 67 |N38 . 117 |SPEC160/9 174
MO81 .20 .|0OC77 68 |R15 119 |UPA409 175
NA32 22 |PA35 69 [SC5 124
Nacional 23 |POC 71 |SPAs 128
PA13 24 |POR - 72 |SPA17 130
" |PA150 26 |PORROJOD. 76 |TJ1 . 132
. |P2 28 |Pvd201 - 77 |UF221 135
P32A 30 |Pv2, 78 |WA40 137
SCA6 31 |Pve 79 |Comun Tipico 138
SCA9 32 |[SPEC185 80 |ERJOH1 139
SCA12 33 |ZEA1 - 82 |VENC4 140
T60/887 34 |ZEA 206 83 |ERJOH4 145
T63/967 35. |ACT2/11 85 |ERJOHS 146
T85/799 36 |ACU85 86 '|ERJOHS6 147
UPA413 39 |CC39 . 88 |ERJOH9 150
UPA603 40 |CHUAO - 89 +|ERJOH10 151
CATA201 . 45 |CNS23 - 92 |ERJOH15 155
CATA202 48 |DR1 93 |GUI44 156
CATA203 49 |G23 94 |GUI349 157
CHO31 50 |ICS16 96 |IFC1 158

Les genotypes et leurs numeros sur les AFC




Annexe 10

HA BA
HETERO TOTAL| HETERO TOTAL
C312 1 11 |C1 1 26
EBC10- 4 27 |C15 3 21
EBC5 2 27 |C2 0 22
EBCB 3 26 |C303 3 24
IMC31 6 21 |C307 1 22
IMC5 9 26 |C361 0 26
IMC67. "8 20 |C4 7 23
IMC78 6 .25 |C414 T 24
LCT127 1 26 |C5 . 3 27
LCT167 1 - 7 |Com 1 27 |,
LCT202° 1 15 |ECNR 6 19
LCT295 3 17 |EET 5 21
LCT325 6 21 |ERJOH1 2 12
LCT326 6 24 |ERJOH10 1 18
LCT355 ° 1 25 |ERJOH10 o2 11
LCT37 7 . 26 |ERJOHM 4 24 ‘
LCT84 3 17 |ERJOH12 7 27
MO81 4 14 |ERJOH13 10 26
MOg . 6 27 |ERJOH14 .~ 3. 27 .
MO98 5 20 |ERJOH15 3 27 ,
NA32 6 25 |ERJOH2 -5 .27
P1 2 27 |ERJOH3- i) 26 | .
P16 8 27 |ERJOH4 - 1 9 .
P2 . 0 27 |ERJOH5 5. 23
P32A 3 27 |ERJOH6 3 11
|PA13 11 25 |ERJOH7 2 18
PA150 0 11 |ERJOHS 7. 24 L :
PA20 5 13 |ERJOHg 0 12 ‘ '
SCA12 9 25 |GUI44 0 26 ' :
Scaé 4 27 |GUI154 . 0 27
SCA9 7 25 [GUI346 0 26
SP11 5 - 20 |GUI349 0 26
SPA17 7 20 [MAT6 0 27
SPA5S 5 20 |MAT9 1 13
T60 3 22 INACIO i0 . 27
T63 7 21 |PARA 0 19
T79 6 18 |SF23 5 26
T85 6 21 |{SIAL325 0 27
UPA401 5 19 |SIAL42 8 24
UPA413 7 21 |SIAL70 0 27 .
UPA603 6 22 |sSC 1 25 . )
UPA608 4 12 |VEN1 1 27
: VEN11 1 26
VEN20 0 27
VEN31 0 8
VEN5 1 17
VENC4 3 21 .

1

Nombre de locus hétérozygotes au sein des génotypes étudiés par les RFLP



Annexe 10

TRINITARIO . - |TRINITARIO ‘ CRIOLLO
% B . HETERO TOTAL HETERO TOTAL HETERO TOTAL
 |ACT2-11 4 27 |c19 4 26 |BOC 0 26
ACUS85 .11 26 |C6 5 27 | 3 22
|c11 8 26 |CNS23 1 - 10 |CHO 4 25
C304 13 24" |GS36 8 26 |CUM14 3 24
G413 8 127 |N38 1 23 |[ESMIDA 5 22
C420 7 26 |RIM8 10 27 |G8 8 7
C422 1. 27 |SC5 9 23 |CHUAO211 5 = 25
c7 3 27 |SC6 ) 23 |CHUAO49 - 4 25
CC10 5 19 |SNK109 4 23 [HR 1 25
CC39 © 8 27 |SNK12 3 23 {ICS100 6 26
CHUAO120 8 27 |SPEC160 6 27 |iICS40 10" 18
"|CHUAO24 9 27 |SPEC54 0 23 [ICSe0 12 17
CNS22 3 16 |TJ1 v 5 27 |iIS201 6 27
. |DR1 7 26 |UF10 9 24 [J202 12 25
EQX107 8 22 |UF168 9 27 [J206 7 26
EQX27 9 23 |UF221 10 27 |J210 11 15
EQX94 9 26 |UF296 12 26 |[LAF1 9 25
G23 5 22 JUF667 10 27 |LAF2 8 27
GS29 8 19 |UF676 11 27 |LAF3 2 20
GS36 9 26 |WA40 0 27 |OC61 3 23
iCS16", 8 26 0oC73 7 23
ICS46 . 8 27 oc77 10 27
ICS48 9 27 PA35 3 26
ICS53 9 27 SPEC38 8 16
ICS6 7 27 SPEC185 6 . 23
ICS75 5 24 POR210 3 27
ICS84 10 26 POR211 4 27.
|icsss 12 27 POB 8 - 26
ICS95 5 14 POC 6 27
- HICS98 9 23 FOR 7 27
K5 4 27 POR3 8 25
LAFI .4 23 FRO 5 27
MOQ122 3, 18 PV2 4 27
MOQ216 7 26 PV6 0 25
MOQ413 4 14 Q7 3 . 26
MOQe47 . - 7 22 |ROUO 1 27
MT1 10 27 TA11 13 19
RIM105 9 23 ZEA1 12 27
RIM113 16° 23 ZEA206 1 27
"IRIM1S 9 24 PV4 4 13
RIM19 8 .24 TAO1 .3 -9
RIM76 8 20: ICS39 9 26
RIM8 10 27 BO204 3 -8
: ' CUMO9 6 12
0C63 -3 . 9

‘Nombre de locus hétérozygotes au sein des génotypes étudiés par les RFLP

)



Annexe 11

' HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A
BINGERVILLE

N

Poids de gabosses PDCAB

moyenne -écart type coefficient de dissimetrie coefficient d'aplatissement
410.09 100.39 0.45 : -0. 20 ‘

200,31 [Fx*skkiok

259.51 | ‘

300,70 [ Rkdeskdestekodesdeseskoiesdedode sk kot ek ek ok ok N
359 90 |************************************************************
410,00 [Hekdsonsdokeskoekdostede ok ookt dokoodedes desk oo ok ook ol s ko oo sk ok o ek ok ok
460,70 [Hkesksikokee ok sk doteskok sl otk e ek e ot ok ok sk ok ke sk ook

510,48 [Heskskskskshokestokoteseskok e e ot otk ek sk e ke ke o

560,68 [k koteoksok ok stk ok sk ek ko ~

610.87 [k dokeskseskok ek ek

661.07 |
Longueur de cabosse: LGCAB R '

' L%

moyenne €cart type  coefficient de dissymetrie coefficient éi'aplatisscnicnt
141.40 1450 . 0.11 -0.40

112,39 [skkksksk . ’
119.65 [Hksksixk - . .

126,00 [k kb sfeshsteofe ok ok sk ke e ke ' . ' .
134,15 [skeerotokesksdeok stk ok sk ke ek e ok ek ke ek e kol e ok e ke ke e ok o ke e

TAT. A0 [tttk e ook ok ek sk e ek ke ke e o :

148.65 [F¥sskok ok stk sk skt ook stk ok okdok : '
155.00) [k sk kst kot sk sk ek sk ks ok ok ook ok ok ok ok e ook o

163.15 bbb kkiior ookt kbokk ‘

170.40 Prexkrskk ‘ o . . - o
177.65 [rkskic| _ - )

Diameétre de cabosse: DIAMCAB . o « o '

moyenne écart type coefﬁclem de dlssymctne -coefficient d‘aplatlsscment
7499 554 0.11 -036 »

6391 | - . o V ’
66.68 [ FHksoksdeksdokkohddod sk ok ok ok : C ‘
60.45 kb sk skokokode stk ok sk sk st ek ok e ok ke ke ‘ ) .
T2 (ks ksl sdeokstok sk ke e ks o ke e sk ok et e sk s e ke ok e ke

T4.QQ e ek st sk ok ok ko ks e o sk e st ket ke sk ok sk kol ok sk ok ok sk s ok s sk o s s ok ks oo
TTT6 | kst ke ok stk sk o ok ko ok ok sk ks ok s o ok o s ok ook ks ook o ook ks ok sk ok sk ek ook ok ke

80,53 [Fkeskkskeskotesk kot ok s koo koo ok ok sk oR o sk ook sk ok koo o ok o s ook ok koo sk ok ok e ke
83,00 [ kskakoteskok kot otk ot ko ok ok o ok :

86.06 [H*skskksnk

88.83 [Hkskkkdkk
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Annexe 11 (suite)

HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A
BINGERVILLE

Poids de cab‘osse vide: PVIDE '

moyenne €cart type coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement

262.28 67.60 0.48 -0.31
127.07 [rskxx
160.87 |

194.68 |****************

© 300 8O |k ks kok sk ok ok ok sk
. 363,69 |dkskkkok koo dok ook

307 .49 {Fkkkskskskokskk
431,29 [rkkkokkokok

Nombre-de féves par cabosse: NBFEV

moyenne écart type coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement
3953~ 596 o -0.78 - 009

27.60 |

1

. 30,58 [k wk ko
(33,57 PRk ko ko k

36.55 |k kb koo sk sk sok ok e ok

42.51 Rsoksoksonodiokdoksdor ook

48 .48 [FEkdkk ok ok ok dok ook ok ok

5146 |
54.44 |

Poids de féves fraiches : PFF

.moyenne écart type coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement

149.18 a4t 035 0.62. .
65.76 | ‘

25346 ‘J******
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Annexe 11 (suite) -

HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A
BINGERVILLE

1 [
t .

Poids de féves: PFEV : -

moyenne €cart type coefficient de dissymétrie coefflclent d'aplatissement
180.60 35.57 ‘ 0.43 : - -0 37~

109.45 | S o
127.24 | : o
145.03 |*********************************************************,***
180.60 I****************************************** ,

233'96 | e ke ok ok ske sk ke o oe ok ofe sk sfe de ke e ke ok ok sk sk ok ke ke ke ) !

269.54 |

Longueur de feves: LGFEV

moyenne écarttype coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement
24,71 - 2.23 -0.10 o -0.40 .

21.36 [rksnrs

22.47 | 3 3k ok ok ok ke ke ohe sk ok ok ok ke ke ok ok ok sk Sk sk sk sk ke ok ke e s ke ke ok sk ko

2471 [ ok sk ok ok ok ke ok ok S ok ok ok ok ok ok ok ok Sk sk sk ke ke ofe e ke e ok o ok ok Sk ok ok ok sk ok ke ok e e ke ke sk ok K ’ ":
25.83 '*******************************************************’ﬁ****

Epaisseur de feves: EPFEV

moyenne écart type ~ coefficient de dlssymctne coeff1c1entdaplatlssemcnt
77.84 1 15 1.54 4.75

5541 B
669 |************************** \ v )
8.42 l*********************************

9.57 |*************
10.14. 1 : C T
10.72 | .

[



Annexe 11 (suite)

HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A
BINGERVILLE .

Nombre d' Qvules par ovaire: NBOVULE: . | o f

moyenne €gart type coefflcmnt de dissymétrie coefficient d aplatissement

4668 - 272 0.43

4};24 [******
42.60 ;************

43 96 |******************************

45'32 [ ok ok sk sk sk ke ok ok ok ok ok shask ok ok sk ke o sk sk sk ek ok e s ok ok sk sk ek sk sk sk ok

46’68 [*****’k************************************

48.04 }************************************************************
50.76 |x*x* **** s st ok o o e o ok ok ok ok ok

53.48 |

Nombre de cabosse pourrieS' POURCAB

‘moyenne écart type coefﬁcwnt de dlssymetne coefficient d’aplanssement
6.44 6.47 . 0.81 - -0.61

-6.49 |

-3.26 |

-0.03 |

B2 ekdskskok sk skok sk skook ok ok Kok R koK o ok ok ok ek ok ok ok ok ke ke ok ok ek ok e ke ek ok ke sk s sk ok sk sk ke ok ok sk ok
6.44 |FFRFdkFdRd Rk Kk

0,67 |Feddokdodokkk

12.91 . rksskskskskkok

16.14 |F¥kdddkokkokakknk

19,37 [Hkkkkkk

22.60 |Hkskkk

Pourcentage de cabosses pourries: %POURCAB

-moyenne écart type coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement
9.55 7.56 1.03 1.09

+ -5.56 |

-1.78 |

9'55 {************************
13’33 i*******‘***********************************#*****************

17,11 Pexskx
20.89 [Fkokkik

24.66 [¥¥x#¥
28,44 [rkdokihkk



Annexe 11 (fin)

HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A
BINGERVILLE

Dégats de mirides: MIRIDES

moyenne écarttype coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement
1.24 0.79 0.65 -0.67 -

0.05 prxkx

0.84 |************************************************************
1.24 I****************

1‘63 '********************************

2.03 '**************** , : C .

2,42 [ronx o

321 [k
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HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A DIVO

Annexe 12

Poi;is de cabosses :PDCAB

469.35

255.94

309.29
362.64
415.99
469.35
522.70
576.05

'moyenne écart type coefficient de dissimetrie coefficient d'aplatissement

106 70 © 057 : ~ -0.14
I

[ skesk e ok sk ook sk ske ke ok }

l************************
I************************************************
|************************************************************
[Pk ok ok ot e ke ek ok ke o e ok ok ok sk ok ok ok sk ok ook ok eskeokeakokok ok ok
l************************************************

682.75°

736.10

!

E************************

Longueur de cabosse: LGCAB

moyenne écart type - coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement

153.96

- 131.51

137.12
142.73
148.34
153.96
159.57
165.18

170.79.

176.40
182 01

11.22 - 0.04 -0.63
I

e ok e ke e okeokeoke ok ke e ok ke e sk ke ok ok s ok ok sk sk sk ook ok o sk ok ke skeok sk ok
[k ok dkoskokokok ok
‘*********************************%**************
!*****ﬁ**************f***************

e ok obe ke o b e e ke e e ke ek e e b sk ok e ok of sk ok sk sk s sk ok sk ok ek sk ke
}**********************$*************************************
[ sk ek sk sk ko sk ok
[***%**?*****************

Dlametre de cabosse' DIAMCAB

80.18

70.17
73.51
76.84
80.18
83.52
86.86
90.20
93.53
96.87

‘moyenne ‘écart type  coefficient de dlssymeme coefficient d'aplatissement

6.68 0.27 .. -056

[Pk ok ok e o ke ke :

otk ook ok ook ok ok ok
|************************************************************
[k s ks s sk ok sk ke s e ke e oo ek ke ok sk ek e ok ok

[k s ke ke sk o ks o ook e e sk ok b oo ko ok sk ke stk ek o sk ko ok ok o

[k ks o ke ks o ok sk ok ok oo ke ok :

[Pk sk ke ke sk ok ok s ok ok ok ke e o o

[ e ks ek sk ok

[k sk o e sk e sk ke o



Annexe 12 (su:te)

HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTI’TATIFS A DIVO

+

' Poxds de cabosse vide: PVIDE - , : .

v

moyenne écart type coefficient de dlssymeme coefficient d,aplansscment
328.79 80 95 0. 96 _ - 0.75 -

207.37 1 ' e
.247.84 ]****************************************** e :
288.32 [kokkkdk )

328.79 |************************************************************ '
369.26 [k kkkokedkdesdeokokk ok ok

400,74 PFEFkxdkrkk **#******************************

Nombre de feves par cabosse: NBFEV

moyenne ‘écart type coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissernent
36.12 10.25 -1.13 : 035

15.62 [ekskkskekokokodedes ke ok ks sk

20775 |kskskokokok gk ok

3100 PHackskskokskon sk koekokokdok dok ook

3G 12 |Fokkok ok etk stk e skl ok sk ks ek ok o ..
41.25 g************************************************************'
46,37 Pekskskakoieskoksot ook skokdok ok o skokok e ook sk s ok sk ks ko okl sk ekl sk s ke ke ok e

§51.49 [Hokkokskookodok koo ok ko ok

Poids de féves fraiches: PFF

moyenne écart type coefficient de dlssymctne coefficient d‘aplatlssemcnt
140.55 44.25 -0.40 -0.53 .

52.06 | o ‘ .

TA18 - Prowokeskesie ok ook sk e shok ko sk ok sk ok ook ek el skt ek ke ok o

06,31 [rrksekoionkkokk

118.43 [Fawskkskatokskoedkkod ook ok dooksdokok .

140.55 g************************************************************
162.68 | Hkakok stk e ks sk ke sk sk ok ok ook e kol o ok e sk ook

184,80 ¥xkskkassdokksrodskodokdok ok ook dedok kool e ooke ok ok ok ok ko R ok ok o :
206.93  [skokaoskorok s ok ko o sk sk et sk koke ek o ek o sk ke ok sk

229.()5 ks dskeokodkkok

Poids de féves: PFEV

.

moyenne €cart type coefficient de dlssymemc cocff1c1cntdaplanssernent

171.70 26.07 . 097 1.69 - ' e
119.56 | : ‘ : _
132.59 |kckskokokkk . : . o - o '
145.63 | ~ - .

158,67 |Hkskskoksks kot ok ok ok ko ' o
171.70 [************************************************************
184,774 sk ok sk sodeofe e sk e ks ok s ek s ok sk ook ok ek sk o sk o ok o ook

TLOT TR [ ek e sk ok ke ko skok sk ok ok

210,81 [Fwsekarokksokstoskkod hok ok a .

22385 [HHHHkkokk ) '

-
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Annexe 12 (suite)

‘ \ '

" HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A DIVO

" Longueur de feves: LGFEV - o g ’
. moyenne ‘ €cart type coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement

243.61 18.72 0.06 -0.16

206.16 |

D15.52 Pekakokskokok sk koo sk ook o ook ok ok

D488 |FH Rk ks hok ok ok ok ok ko ok ok

23424 |Fkdskokhoksk ok skok ks koo ok ook ok

D43 G [Fd ok ok ok sk ek s sk ek sk ok ok ok ek ok ok ok sk ook ok ok ook o sk o ek o ok s e ek
252,97 ekskskokskkokokkskokokokokokok ook ok koo ok ook sk ko sk ok ok ok ok ok o ok ok ok ok ook

D62.33 [k kok ok ok kok sk ok ok ok ok ok ook ok ok ok ok ko ok

271,69 |HHk ks :

281.05 Pk sk ko ko

200,472 |Hkkodok koo k ok

Epaisseur de féves: EPFEV

moyenne écart type coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement

. 19.70 7.98 0.11 -0.59

63.74 |

67,773 [k skskskskoksk sk sk sk sk sk sk sk ok ok

TET1 PRkskrarskokokkkookodkdkokkokokkk

TFOUT() |k kok ok sk sk o e ok o sk ook o ok ok o o o ok o ko o o o s ok o s o ok ok oo o o o ok oo sk o e ok o
g ]

83,68 [k seskok ok ok ok ok ok ok ook ook ook ko ook oo oo oo o

01.66 |H ¥k kK ksfeoksk
05,65 ek shoke sk ok sk ok ok ok sk ek ok s sk ok ok s o ok ok o

Nombre d'.ov'ule':s par ovaire: NBOVULE:

. 'ﬁlchnne “écart type  coefficient de djssyniétric coefficient d'aplatissement

47.21 232 -0.50 . -0.53

42.57 |¥H*kx

44,89 [Fkkkskokkokkk .

Q6.5 [k Rk skok sk sk ok ook ok ok ok ok sk ok ok ko ok o sk ok sk ko ok o ok

Q7721 [Fkskskokokokokokkok sk sk ko ok ok ok ook ook o ok o o

48.37 |FkFkHkdk kK .

G953 [Rksdrokskokon koo koo ok ok ook ok sk oo ook ok ok sk ok sk ok ook oo ok ok o sk ook ok o sk ko ok o ok
§).60 [k ksk koo sk ks ook o ke ok sk ook o ok ok ke ok

51.85 [k

+53.01 |



Annexe 12 (fin) | ‘ : -

HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A DIVO

L
Nombre de cabosse pourries: POURCAB . ' I -
oo ) -¢ « .
moyenne écarttype coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement : '
5.32 . 657 1.43 1.08 . , ‘ ‘ R
7811 . '
-4.53 | ‘ : ' ’ ‘
-1.24 | i | | ‘ ‘ -
2 04 l************************************************************
5. 32 [ e desde e ke ok ke ke sk e ke e ske ke
861 [************' - 1 : * - -
1 1.89 |k sk ok ok ok ke
15.18 prx* ,
18.46 Prxskoickk -
2174 Pk .
Pourcentage de cabosses pourries: %POURCAB -
moyenne €cart type coefficient de mssymctrle COCfflCleﬂt d‘aplausscment |
10.58  11.57 1.85 4.34
. -
-12.55 - o o : ,
-6.77 1 ' b .
-098 1 ' , -

4.80 ;***********************************s«************************
10.58  rosskonstohokokokkok koo ook ook

16.36 Joksderstoonsokok ko kokeok o e ~ ; < Lo
22,15 [k sdeskoskokosdeokskok skofeok ok ko o ‘ ‘ : -
27,973 [Hokkskokokdedokoke dok ok Kok
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Cin s TTTION TO T GERENIC STULY 2 OO -3 Y THE Usi ¢~

MOLECULAR Maiis 25 SENCTIC DIVERSITY AND QTLs IN VEbTIGATION

RAPD markers have been used to study the genetic diversity of cocoa and
to map the genome because they are easy to handle and are potentially a
transferrable biotechnology. They allowed to discriminate genotypes into three
_ distinctive groups which are Upper Amazon Forastero, Lower Amazon Forastero
and Criollo in agreement with current morphological and geographlcal
classification. They are therefore a good tool for dlassifying genotypes.

The assessment of population genetic parameters with RFLP markers
revealed an important genetic diversity within cocoa and a great allelic richness
within Upper Amazon Forastero genotypes. Disequilibrium®was found in all
populations, due to the mating system and to probable subdivisions into smaller
populations. The most distant groups are Criollo and Upper Amazon Forastero.
However, a strong differenciation was found between Upper Amazon Forastero
and Lower Amazon Forastero. ' '

QTLs affecting morphological traits and resistance to Phytophthora were
- fournd. Genomic regions for resistance to Phytophthora were located on lmkage
group 1 and 8. Different regions were revealed for traits measured at two different
geographical sites: Divo and Bingerville.

‘w

~ Key words: Theobroma cacao, RFLP RAPD genehc d1versxty, populauon structure
genetlc mappmg, QTL. ’



RESUL/E | . -
. CONTRIBUTION A 4771 TDE GENEILS 7 NU CACAC® R PAR LES MAKGUBUKS
MOLECULAIRES: DIVERSITE GENETIQUE 1.i KECHERCHE DE QTLs

Les marqueurs RAPD ont été développés pour étudier la diversité génétique et la

cartographie du cacaoyer a cause de leur simplificité et des possibilités de transfert de
technologie qu'ils offrent. Ils ont permis de classer les génotypes étudiés en trois grands

groupes qui sent les Forastero Bas Amazoniens, les Forastero Haut Amazoniens et les Criollo,

en accord avec la classification morphogéographique. Ils se pxesentent ainsi comme un cutil

efficace de classification.
L'étude des paramétros génétiques de la diversité révélée par les RFLP a mis en évidence

une grance diversité génique au sein des cacaoyers et a révélée une grande richesse allélique au -

sein de la population de la haute Amazonie . Tous les groupes présentent des déséquilibres dus
au systéme de reproduction mais aussi a la présence trés probable de sous populations. L
groupes les plus éloignés sont les Criollo et les Forastero Haut Amazoniens. Cependant urne

forte différenciation génétique a été mise en Pmdence entre’les Forastero Haut Amazoniens et -

les Forastero Bas Amazoniens. -

La recherche de QTL pour les caractéres morphologiques et ceux de la résistancé au |
Phytophthora a permis de localiser des régions chromosomiques unphquees dans I'expression ¢« -

certains des caracteres, gtudiés. Ainsi, des QTL de la résistance au Phytophthora ont été mis en
évidence sur les groupes de liaison 1 et 8. leferontes régions chromosormques ont été mises an
ev1dence pour les caractéres mésurés a Divo et 2 Bingerville.

o

.

Mots cles Theobroma cacao, RFLP RAPD, diversité genethue structure de popuml.on.
cartographle genethue, QTL - :

&4 &,
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