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.. . . INTRODUCTION 
Le cacaoyer est une plante ligneuse des pays tropicaux, originaire 

d'Amériqu'~· du: Sud dont la culture est faite ·en Afrique,· en Asie et en Amérique. 
' Le· fruit du cacà·oyer, la cabosse, contien.t des graines appelées fèves qui 
' ·1or~qu'elles sontfermentées et séchées servent à la fabrication du chocolat. 

~ " ' . 
Le cacaoyer est une culture ·d'exportation, source importante de· devises . ' 

pour certains pays d'Afrique, dont le produit marchand fait l'objet d'un 
. . , ~ 

important commerce international. 
·Pour faire face à la demande en cacao des èonsommateurs et en matériel 

végétal amélioré pour· les paysans, de~ programmes de sélection visant à 

l'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'espèce T,heobroma cacao est très poJymorphe et la création· 
\ 1 • • 

d'hybrides ou de descendances intergroupes est la principale voie d'amélioration 
génétique du cacaoyer utllisée dans le monde. Cependant, cètte approche se 
heurte d'une. part à la longueur des cycles de sélection et d'autre part à une 
mauvaise connaissance des clones: une confusion dans la cfassification et une 
insuffisance d'informations sur le matériel végétal à améliorer. Aussi, depuis des 

décennies, ~n nombre rédu.it de clones, souvent les mêmes partout dans le 
mondè, sont utilisés dans les schémas d'amélioration. En outre, la menace de 
disparition de. la forêt 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 évaluation rapide de la diversité génétique des clones et leur 
classification. 

Bien qu.e tous les auteurs s'accordent dorénavant sur l'existence d'une 
seule espèce de cacaoyers, il n'y a pas de consensus quant aux subdivisions au 
sein de cette espèce. Çup.trecasas (1964) reconnaît l'existence de deux sous espèces 
alors que Sori~ (1970) parle de trois complexes génétiques qui correspondraient à 

des· variétés. Des ,problèmes d'identi~ication et de classification des génotypes dans 
les diff~rents groupes se posent souvent (Cas des cacaoyers Naci:onal <l'Equateur , 

des cacaoyers guyanais) et montrent que jusqu'à présent aucun. outil 
d'.identification et de classification n'a· donné une entière satisfactibn. Les 
caractères rp.o~p~ologfques, efficaces. pour. les regroùpements sommaires ne 

. permettent pas une identification variétale précise c.qmme l'a reconnu Engels . 
(1986). De même, le_s marqueurs isozymes, à_ cause du faible n?mbre ~e locus 
échantillonnés ne perm~ttent pas une discrimination fine des divers groupes 
génétiques et une id~tification variétale complète. Plusi~urs types de marqueurs . . 
RFLP ont été utilisés pour étudier la diversité génétique du cacaoyer et ont fourni 

1 
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des informations importantes sur l'organisation de la diversité. Mais la 
technique des RFLP est lourde à mettre en oeuvre. Les différentes approches bien. 

' . . 
souvent se complèten~ et montrént qu'aucune d'elles .. ·prise isolément n'est 

·entièrement satisfaisante. Dans un tel contexte de complémentarité 
d'information,. il apparaît utile de dével~pper plusieurs outils afin de mieux 

appréhender l'organisation de l'espèce. Au sein de cet ensemble d'outils,. les 
techniques RFLP seraient à privilégier mais les coûts des investissements sont 
élevés et l'acquisition de données est longue et difficile. Au côté des marqueurs 
RFLP/)es marqueurs RAPD (Random Amplified Polymorphie DNA) utilisés 
chez certaines plantes (Williams et al. 1990) ont permis de préciser les 
classifications. Correspondant à différents types de séquences dans le génome .. les 
RAPD révèlent souvent plus de polymorphisme que les RFLP et son_t attrayants 
du fait de la simplicité et de la rapidité des analyses. 

Dans ce travail,. nous avons évalué dans· quelle mesure. les RAPD 
pouvaient être utiles pour la gestion des ressources génétiques du cacaoyer et son 

·amélioration: pour cela,. nous avons réalisé une étude de diversité génétique à 

· l'aide des RAPD puis en avons comparé 'les résultats avec ceux obtenus par 
d'aµtres types· de marqueurs. Nous avons complété les études descriptives. de la 
diversit~ révélée par les RFLP par une estimation de divers paramètres de. la 
strùcttire génétique des populations de cacaoyer. Da~s une deuxième partie,. nous 

avons abor.~é les problèmes de cartographie gé~étique du cacaoyer d'une.' part en 
testant les potentialités des marqueurs RAPD pour la construction d'une carte 
génétique et d'aùtre part en localisant .des l~cus impliqués dans l'expression de 
ca~actères qu~ntitatifs importants dµ cacaoyer à l'aide d'une carte génétiqu~ 
intégrant plusieurs types de marque~s ·èbnstruite parallèlement au laboratoire · . . 
(Lanaud et al,. 1993). Cet aspect du travail ouvre la voie à une sélection précoce de. 

' . 
g~notypes basée sur les corrélations des marqueurs moléculaires avec les 
caractères quantitatifs intéressants. De plus .. il permet d'envisager une sélection 
a.ssistée par'marqueurs ·par le contrôle précoce des recombinaisons au cours des 

cycles de sélection et une réduction de la longueur des cycles de sélection. 

2 . 
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AFRIQUE Côte d'Ivoire Ghana -

' 

1277600T 697000 312100 .. 
53,76% 29,33% 

. 
13,13% 

' 
AMERIQUE Brésil Equateqr 

576400 30860.0 67400 

24,263 .. 12,98% 2,83% -
ASIE Malaisie, · Indonésie 

522200' 225000 T 240000T : -. . . 
21,98%. . 9,4% 10,10% 

total mondial 2376200T 
. . .. -

Tableau 1: Repartition de la production mondiale 'en 1993 .. .. 
Pays Côte d'lvoire Ghana Cameroun Nigeria -· 
% des exportations 43% 59% 15% 2,2% 

Familles-de planteurs 700 000 500 000 260 000 150 000 ... 

Tableau 2: Importance economique du cacao dans les pays africains 
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CHAPITRE li DONNEES GENER.ALES SUR LE 
CACAOYER 

1- IMPORTANCE EC<;>NOMIQUE 

· L'utilis~tion 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). Déjà à cette époque, le cacaoyer avait une 

très grande importance puisque les fèves étaient utilisées comme monnaie 

d'échanges dans des transactions commerciales. 
. Les européens introduisirent le cacaoyer à partir du 16 ème siècle dans les 
différentes îles de leurs possessions qui dès le 17 ème siècle commencèrent à 
exporter le c.acao vers les métropoles: Beaucoup plus tard au 19 ème siècle, le 

caèaoyer fut introduit en Afriqu~ insulaire (Sao Tome et Principe) puis en 

Afrique· continentale, au Ghana, au Nigeria, au Cameroun et en Côte· d'ivoire; et 
' . . 

l'exportation de fèves vers les pays consommateurs commença dès le début du 20 
è·me siècle;!:·. · · . ··. . . ' . 

L'intr.oduc~ion du· cacaoyer. en Asie date du 16 ème siècle (Indonésie) mais 

.. sa·culture n'a pris de l'importance que dans la seconde· moitié du 20 ème siècle. 
A partit de ce~ introductions, trois gran~es régions devienn,ent productricès 

de cacao: l'Afrique, l'Amérique et l'Asie. 
La production •mondiale de cacao a connu une crois~ance impressionnante. 

En 1~00, elle n'était que d'environ 125' 000 tonnes· de cacao marchand provenant 

presque tot~lement d' ~érique: la produçtion africaine était de .20 000 tonnes soit 

16% de la production mondiale (Dand, 1993). En 1993, la proquction mondiale . ' 

passe à 2376200 tonnes soit une croissance moyenne annuelle de. 24. 206 tonnes 

. dont la répartition est de 53,76% pour l'Afrique, 24,26 % pour l' Amér~que et 21,98. 

% pour l'Asie (Tableau 1). 
Le 'cacao est uné source importante de devises pour les pays Africains 

·producteurs. En 1987, le F.M.I. 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, exception 

faite du Brésil. Deux tiers de la production sont destinés à la fabrication du 
chocol~t et 1 /3 est transformé en poudre utilisée dans les i:'-dustries alimentaires. 
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Figure 1: Evolution de la production de cacao, de la consommation et des prix 
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Les pays consommateurs sont les Etats Unis, l'Allemagne, les .pays Bas, le 
Royaume. Uni, etc. 

\ ' 

Pendant longtemps, la consommation équivalait à peu près à la production 

mais de temps à autre, la demande a dépassé l'offre, conduisant à des flambées de 

prix comme ce fut le cas entre 1975 et 1980 .. Cette situation a provoqué la création 
de nouvelles plantations à travers les zones de production. A partir de 1985, une 

offre très supérieure à la demande a provoqué une chute des cours du cacao. La 

croissance d.e la production dans des pays comme la Côte d'Ivoire et l'entrée dans 

la production des pays d'Asie, comme l'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 

l'évolution des prix de la tonne de cacao marchand ainsi que celle de l'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 à 10 ha. En Côte d'Ivoire, 67 % des 

exploitations 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 très faible. En Asie ou en Amérique, les grandes 

exploitations sont fréquentes; 80 % des exploitations en Malaisie et 55% au Brésil . ' 
ont une taille supérieure à 450 ha. 

II-. MORPHOLOGIE ET BIOLOGIE 

1-TAXONOMIE 

L~ cacaoyer est un~ plante pérenne qui se rencontre à l'état ·naturel ·dans les 
étages inférieurs des forêts tropicales humides d'Amérique. Il appartient à la 

famille des Sterculia~ées et au genre Theobroma dont Cu~frecasas (1964) a décrit 

22 espè~es. Le cacaoyer cultivé commercialement pour le chocolat appartient à 
l'espèce T. cacao qui a été subdivisée en trois grands groupes: les Forastero, les 
Criollo et les, Trinitario. D'autres espèces du genre Theobroma sont exploitées 
localement pour la fabrication de boissons rafraîchissantes 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 mètres de hauteur 

comportant plusieurs étages et qui émet parfois des racines aériennes. En 

plantation, le semenceau émet un axe orthotrope qui croît de manière continue 

jusqu'à 18-24 mois, puis émet une couronne de 3 à 5 branches plagiotropes dont 
la croissance est quant à elle .indéfinie. Plus tard, sous la couronne et à la base de 
la tige 'principale partent d'autres axes orthotropes encore appelés gourmands qui 
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sont.éliminés au fur et à ·mesure de leur apparition. Le cacaoyer adulte en culture 
n'atteint que' 5 à 7'm de hauteur. 

3-BIOLOGIE 
' . . 

Le cacaoyer est diploïde avec 2n=20 chromosomes (Carletto, 1946; Glicenstein et 
Fritz, 1989). Les chromosomes sont de petite taille (Martinson, 1975) et la taille du 

i 

génome haploïde est d'environ 0.4 pg o:; .. anaud et al., 1992; Figueira et al., 1992). Le 

cacaoye~ est une plante essentiellement allogame. Cependant, certaines variétés 

c9mme les AmelonadO' sont autogames,~ d'autres génotypes appartenant aux 

Forastero Haut Amazonfons sont préférentiellement allogames. Le cacaoyer 

possède un système d'autoincompatibilité se traduisant par la chute des fleurs 

pollinisées avec du pollen incompat~ble. Ce système d'inq>mpatibilité a été étudié. 

par Knight et Rogers en 1955, et par Cope en 1962. Il apparaît qu'il s'agit d'un 
. ' 

système complexe gaméto-sporohytique qui se manifeste avant et après la 

formation du zygote. Il est déterminé par un groupe d'allèles S qui entretiennent 
des relations de dominance ou de codominance aboutissant à la fusion ou à la 

non fusion des gamètes. De plus, bien que la fusion aie eu lieu dans une partie de 

l'ovaire, la plante mère éliminerait les fruits issus d'autofécondation (Lanaud et 
al., 1987). La présence de ce caractère d'autoincompatibilité chez certains clones a 

permis de mettre en place dans certains pays des champs semenciers biclonaux 

pour la production à grande échelle d'hybrides intergroupes en évitant ainsi les 
contraintes des pollinisations .artificielles. Cependant, il existe une graduation de 
l'incompatibilité et èe schéma de· production d'hyb.rides est remis en question 

dans de nombreux pays notamment en Côte d'ivoire à partir des travaux de 

Lanaud et al (1987). En effet, alors que certains clones sont autoincompatibles 

quelles que soient les conditions, l'incompfl,tibilité de certains clones peut être 

levée par apport d'allopollen. et d'autopollen en mélange. C'est l'association 

sporophyte femelle, autopollen,. allopollen qui détermine ia réaction 

d'incompatibilité (Lanaud, 1987). 

La florâ.i_son du cacaoyer est très abondante et·intervient sur le tronc et les 
branches principales de l'~rbre à pàrtir de Ù3 moi~ après le semis de la graine pour 

les variétés ,les plus précoces. Les périodes de floraison sont variables d'une .... ' . . 

variété à l'aµtre et dépendent aussi des conditions climatiques. Les Amelonado 

ouest Africains ont deux pics de floraison. dans l'année alors que les Forastero 

Haut Amazoniens et leur$ hybrides fleurissent tout au long de l'année. Les fleurs 

sont petites et hermaphrodites, de type 5 et le gynécée es~ composé d'un ovaire 
supèr~ surmonté d'un style terminé par cinq stigmates. L'ovaire comprend cinq 
loges contenant chacune une dizaine d'o~ules. L'androcée est composé de cinq 

' ' 
étamines terminées par ~ anthères protégées par une cuculle. Les étamines 

alternent avec' les pièces stériles q\le sont les staminodes. La fleur s'ouvre le 
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Photo 2: Un cacaoyer en fleurs .. 



matin, et le pollen est immédiatement fonctionnel mais sa durée. de vie varie 

~elon les saisons entre un et trois jours (Lachenaud, 1991). 

Le fruit, appelé chérelle jusqu'à deux mois et cabosse ensufte est composé 
d'une coque comprenant trois parties: l'endocarpe, le mésocarpe et l'épicarpe. La 

cavité intérieure du fruit est occupée par les graines ou fèves au nombre 

d'environ 50 enrobées d'une substance mucilagineuse et portées par un rachis 

central (Photo 1). Après 150 à 200 jours de développement, les fruits arrivent à 

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 ave_c leurs petites cabosses ont 165 jours de maturation (Cilas, 

1992). Dès la maturité du fruit, les grainès sont prêtes à 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 fèves à 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 très 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% à 4% environ. Certains avancent 

l'hypothèse d'une sous pollinisation puisque seuls 10 % dès fleurs recevraient 

plus de cinq grains de pollen (De Reffye et al.. 1978), d'autres estiment qu'il s'agit 

de problèmes nutritionnels étant donné qu.e même suffisamment pollinisées, les 

fleurs peuvent chuter (Lachenaud, 1991). 

La pollinisation du cacaoyer est entomophile et est as~urée 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 semenciers certains pays ont 
• 

recours à des pollinisations manuelles afin d~ contourner le défaut de 

pollinisation signalé par certains auteurs. 

4-AGRONOMIE 

Le caeaoyer se rencontre dans une zon·e comprise entre 15 ° de latitude au 

Sud de l'Equateur et 20 ° au Nord de celui ci (Soria, 1970). Il a besoin 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 système radiculaire fasciculée qui ne lui 

per~et pas de lutter efficacement contre la sécheresse. Au jeune,âge et jusqu'à la 

fermeture des frondaisons qui sur~ent tr~is ans ~près la plantation, le cacaoyer a 

besoin d'un ombrage temporaire; des bananiers o~ des cocotiéts sont utilisés 

selon les pays. La culture sans ombrage est préconisée pour l'obtention de bons 
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' · rendements mais cette pratique peut. être préjudiciabie lorsqu'il y a un manq~e 
d' entret.ien phytosanitai~e. Dans certains pays comme le Ghana, la culture du 

cacaoyer est faite sous ombrage, et ceci réduirait l'incidence des dégâts causés par 
' . 

les insectes. 

· Des ennemis naturels du cacaoyer provoquent de nombreux dégâts dans les 

plantations. En jeune plantation, l~ cortège phytosanitaire est composé de psylles, 

de thrips , d~ 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 cie maladies cryptogamiques,. virales et d'insectes. Les· 
' . . 

différentes espèces du Phytophthora 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 à 

Moniliophthora roreri provoque aussi des pourritures stir les cabosses en 

Amérique et la maladie du balai de sorcière due à Crinepellis perniciosa 
attaquent les parties aériennes du cacaoyer en Amérique. Les insectes ravageurs 

sont l'es mirides du cacaoyer de type Sahlbergella, Helopeltis et Monalonion qui 

par leurs piqûres provoquent des nécroses sur les cabosses et les branches et des 

dessèchements 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 ql., 1992; Sounig~ et al., 1993). 

Le Cocoa Swollen Shoot Virus est la plus redoutable des maladies. Entre 1946 et 

1967, l'arrachage de plusieurs millions de cacaoyers au Ghana a été nécessaire 

pour éviter l'expansion de la maladie (~raudeau, 1969). Les symptômes se 

traduisent par des gonflements des tiges et l'apparition de mosaïques sur les 

feuilles. En Asie, ce sont le VSD (Vascular Streak Dieback disease) etîe Pod Borer 

qui pr9yoquent des dégâts dans les plantations . . . 
lII- LES··POPULAJ"IONS DE CACAOYERS . 

Très 'tôt, les cacaoyers ont été repartis en deux grands groupes selon la 

couleur, la' fo.rme et la taille des cabosses : les Criollo aux cabosses rouges o.u 

vertes et les Forastero aux cabosses v~rtes~ Considérés au départ selon les auteurs . ' 

comme deux espèces d'ifférentes (Morris 1882, Pittier 1930), comme la même 
' . 

e'spèce (Cheesman, 1944) ou comme deux sous-espèces (Cuatrecasas, 1964), les 

cacaoyers font dorénavant partie d'une seule espèce comportant des formes 

sauvages 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. à Trinidad et les différentes prospection& effectuées ont permis dé 
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préciser la classification des cacaoyers en subdivisant les Forastero. en Forastero 

Amazoniens et Trinitario et les Criollo en Criollo_ d' Améi;ique Centrale et 

d'Amérique du Sud (Cheesman, 1944). Cependant les auteurs reconnai~sent qu'ii 

est difficile de savoir les limites d'un groupe en se basant sur les caractères 

morphologiques. En 1970, _Soria décrit les cacaoyers rencontrés en Amérique 

tropicale en considé~ant 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, l'es 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) à partir de semences récupérées dans la forêt. Leur ·aire d'origine est 

l'Amérique centrale et le nord de l'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 Col9mbie, Criollo du Mexique, 

Porcelana. Toutes ces variétés produisent un cacao apprécié, jugé fin. Les 

caractères morphologiques· et agronomiques marquants des Criollo sont les 

suivants: 

-faible vigueur des arbres . 
-sensibilité à la majorité des maladies et insectes 

-cabosses verruqueuses 

- prépondérance de _coloration rquge des cabosses .mais présence aussi de cabosses 

vertes dans certaines populations. 

Du fait de leur faible ·vigueur, les Criollo sont très peu cultivés dans le 
' monde et sont de P,lus ·en plus remplacés par des Forastero ou des Trinitario. Des 

efforts de prosp~ction~ dans les ancienne~ plahtations de cacaoyers Cri<::>llo sont 

faits par différents ~pays d'-Amérique Centrale et du Sud (Reyes, 1992, Lockwood et 

End, 1992) afin d'éviter la disparition d_e ces cacaoyers classés comme la première 

priorité en matière dé conservation par l'IBPGR (Kennedy et al., 1987) à cause de 

la disparition rapide des forêts. La collection internationale du CATIE au Costa 

Rica regroupe une centaine de génotypes Criollo. 

2- LES CACAOYERS FORA'.STERO 

Ils constituent la majorité des cacaoyers cultivés dans le monde. Ils se 

re~~ontre.nt nat~rellement dans le bassin amazonien, le long de !'Orénoque et en 

Guyane . Ils sont s~uvent classés en Forastero Haut Amazoniens et Forastero Bas 

Amazonie~s qui intègrent aussi par abus de langage les Forastero de !'Orénoque 
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et de Guyane. La collectiot;\ internationale ICG (International Cocoa. Genebank) à 

Trin'idad 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 première fois par Pound en 1938 et en 1945 lors de prospections au Pérou 

et en Equateur visant à trouver des cacaoyers résistants à la maladié du "balai de 

sorcière". 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, 1968-1973). Les Forastero Haut Amazoniens sont à la base de 

nombreux hybrides à 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 fèv~s violettes , plates et de taille ·variabl,e: certains génotypes comme SCA6 

ont de pet;ite~ fèves di a~tres comme M09 so.nt caractérisés par de grosses fèves . 
.:des arbr~s préèoces, vigoureux èt productifs. 
-des tolérance à certaines maladies (.N'' goran et al., 1992). 

LES FORASTERO BAS AMAZONIENS 
' . 

Ils se rencontrent en Basse Am~zonie, le long de !'Orénoque et en Guyane. 
Ils· constituent la majorité des cacaoyers cultivés au Brésil et en Afrique de 

l'Ouest. Ils sont composés de ph.lsieurs sous populations. Les variétés décrites par 

Braudeau (1969) et Soria (1970) sont: "para", "maranhao", "comun", "catongo", 

"almeida", "matina", et l"'Amelonado" d'Afrique de l'Ouest. Certaines sous 
populations dérivent pe populations préexistantes: .les "catongo" et "almeida'' 

\ . 
sont apparus à la faveur d'une mutation au sein des sous pop,ulations "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 fèves blanches, les fèves sont aplaties et de couleur violette. 

Les arbres sont généralement moins vigoureux et plus tardifs que ceux des . -
Forastero H~ut Amazoniens mais comportent des formes très productives (clone 
IFCS) et des formes peu sensibles aux insectes: clone IFC2 de Côte d'Ivoire 

(N'goran et al., 1992). Considérés au départ comme très homogènes, les Forastero 
Bas Amàzoniens apparaissent dorénavant comme variables au vu de la diversité 
rencontrée lors de prospections au Vénézuela (Lanaud et al., 1986) .et en Guyane 
Française (Sallée 1986, Lachenaud 1992) ainsi qu'au Brésil (Pires et al. 1992). 
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3- LES CACAOYERS TRINITARIO . 
Ce sont des cacaôyers qui proviend1·aif'nt d'hybridations naturelles 

survenues à Trinidad entre les Criollo et les Forastero ou encore auraient été 

introduits à Trinidad à partir de l'estuaire de !'Orénoque (Toxopeus, 1972) . Ils 

présentent à la fois les caractères des Criollo et des Forastero et de ce fait sont très 

variables. On y rencontre toutes les combinaisons de forme et de couleur 
possibles. Ces hybrides du fait de leur vigueûr 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, à Trinidad, 

en Papouasie Nouvelle Guinée et au Cameroun. 

IV- ORGANISATION DE LA DIVERSITE GENETIQUE DU 
CACAOYER 

1-DIVERSITÉ MORPHOLOGIQUE 

De nombreux caractères portant sur les cabosses, les fèves et les fleurs 

servent à identifier des cacaoyers. Enriquez et Soria (1968) ont étudié la longueur, 

la largeur·et le poids des fèves pelées. Ils ont,montré que ces caractères pouvaient 

être utilisés comme descripteurs des clones et ont défini une valeur 

discriminante estimée par le rapport de la variance interclonale sur la variance 

intraclonale. Plus cette valeur est élevée et plus le caractère a u~e valeur 

descriptiv~ importante. Engels (1983) a utilisé des descripteurs qualitatifs et 

quantitatifs des fleurs, des cabosses, des fèves et des feuilles en définissant un 
pouvoir discriminatif. pour chaque caractère correspondant au rapport du nombre 

de différences significatives observées sur le. nombre de comparaisons possibles. 
La valeur de ce paramètre est élevée lorsque la variation interclonale est grande. 

Selon Engels (1985), les caractères les plus descriptifs des fèves sont par ordre 

d'importance, le nombre de fèves par cabosse, la longueur de la fève, le poids et 
. . 

·l'épaisseur: de .la fève alors qu'au. niveau des cabosses, les caractères les plus 

descr~ptifs sont l'épaisseur, le diam_ètre et la longueur de la cabosse. Engels (1986) a 
étudié la diversité morphologiqµe 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 à réduire le nombre de descripteurs à 10 pour 

l'identification ~t la classification des clones. Ces descripteurs sont actuellement 

utilisés . pour l'évâluai:ion morphologique des clones de la collection 

internationale de Trinidad. 
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Le déterminisme génétique de L1 majorité des descripteurs mo.rphologiques 

reste inconnu. Le ·marqueur "a~il spot" (Harland et Frechville, 1927) est un de 

ceux dont le détermini3me a complèteroênt été élucidé. Il est responsable de 

l'apparition de tâches à la base des pétioles des premières feuilles et a beaucoup 

été utilisé pour le repérage de certains génotypes. Il est présent à l'état 

homozygote chez le clone K5 et est gouverné par deux gènes dominants .. La taille 
·des cabosses représentée par le poids, la longueur et le diamètre 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 diamètre a été trouvée. Glendinnh;ig (1963) a montré sur 

trois descendances F2 que la taille des fèves était constante sur un àrbre et 

positivement corrélée à la taille des cabosses. Des gènes majeurs interviendraient 

mais leur nombre et leur mode d'action restent inconnus. Dans des croisements 

faisant intervenir des variétés à fèves blanches et des variétés à fèves violettes, la · 

descendance contient un mélange de fèves blanche et de fèves violettes, avec 
cependant un faible no.mbre de fèves blanches. Le caractère "fève 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; ~ound, 1933; Jacob et Atanda, 1973; Soria et Enriquez, 1981). 

Des travaux récents (Lachenaud, 1991) montrent cependant qu.e le nombre 

. d'ovules par ovaire est .variablé selon les conditions environnementales. Soria et· 

Esquivel (1970) estiment que le nombre d'ovules par ovaire est un caractère 

dominant. Les autres ca-ractéristiques des fleurs que sont la longueur et la largeur 

de l'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 à la combinaison ont été mis en évidence entre les 
· croi~ements: Ces cara.ctères ont une forte héritabilité, exception faite de la largeur 

de l'ovaire. Les qualités organoleptiques du cacao marchand ont été étudiées par 

plusieurs auteurs. Clément et al. (1991), ont montré qu'il n'y avait pas de 

différence e.ntre ~les génotypes qu'ils ont an,alysés pour l'amertume et l'astringencé. 

du cacao, alors que la flaveur est liée au génotype. De même, Clapperton et al. 
(1991) ont. montré l'existence d'un effet de· l'origine du matériel sur la flaveur 

m~me si le traitement post-récolte de la fève est déterminant. 

2-DIVERSITÉ ENZYMATIQUE 

Dix gènes provenant de six systèmes enzymatiques ont été identifiés et 

utilisés pour étudier la diversité génétique de l'espèce repr_ésentée par 350 

génotypes (Lanaud, 1987). Les résultats obtenus montrent que l~ :111-ajo~ité de~ 

allèles sont représentés dans la population de Haute Amazonie qui est considérée 

c~rnme le centre de diversité primaire du cacaoyer. Deux allèles (MDHA/1 ~t PAC 
1) spécifiques aux Criollo et Trinitario ont été observés. D'autres allèîes sont rares 
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dans certaines populations. Les études enzymatiques ont permis d~ révéler que 

des centres de . diversifications secondaires O!_lt pu exister à côté _du centr.e de 

diversification primaire que constitue la région de Haute Amazonie. 

Le développement de cet outil d'analyse a contribué à révéler des 

problèmes au niveau de la production d~s semences hybrides. Il est utilisé pour 

vérifier la légitimité des semences. Intéressants sur bien des - aspects, les 

marqueurs enzymatiques sont cependant én nombre très limité chez le cacaoyer 

et n'ont pas permis de différencier sans équivoque les différentes' populations qui 

se recol,lpent partiellement. 

3- DIVERSITÉ RÉVÉLÉE PAR LES MARQUEURS MOLÉCULAIRES 
Plus importants numériquement que les isozymes, les marqueurs 

moléculaires ont été utilisés pour étudier la diversité du cacaoyer au niveau de 

l'ADN nucléaire et cytoplasmique. Plusieurs types de marqueurs ont servi à 

structurer la variabilité: des marqueurs RFLP pour lesquels des sondes cDNA, ·des 

sondes rDNA, des sondes mitochondriales et dès sondes chloroplastiques ainsi 

que des marqueurs RAPD ont été utilisés. Laurent et al. (1994) ont utilisées 31 

sondes· de cDNA issues de fèves germées pour étudier la diversité de 203 clones 

d'origines diverses et il a été montré une différenciation marqué.e 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 très conservéè et un _grand espaceur intergénique très variable (Lapitan, 

1992; Delseny et al. 1988). Au sein de 192 génotypes étudiés par Laurent et al. 
(1993) trois profils majoritaires ont été identifiés (A, B, C). Le profil A est présent 

chez la majorité des clones Forai;tero et une .partie des Trinitario, le profil C est 

présent chez la· majorité des clones Criollo et !e profil B, qui correspond à 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 mit?chondrial et chloroplastiq1:1e ont généralement une 

transmission uniparentale. 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'origine unique des Forastero issus de basse et de haute 

Amazonie et une grande diversité au sein des Criollo. 

Des m~rqueurs RAPD ont été _utilisés par Lerceteau (1992) sur 56 génotype~ 

et par Figueir~ ~t 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 aute.urs n'ont. pas 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 dispers.ées dans tout 
le génome. À_ un locus peuvent être associés de nombreux allèles. La' technique 

RFLP est -cependant cqûteuse èt lourde à mettre en oeuvre et l'utilisation 

fréquente de pro~uits radioactifs la rend quelque peu dangereuse et inaccessible à 
èertains labpratoires. 

Il:- LES MARQUEURS RAPD 

'A - LAPCR ET LES RAPD 

La PCR (polymerase chain reaction) est une technique qui permet 

l'amplification génique in vitro de séquences d'ADN. A l'issue de n cycles 

d'amplification, la séquence d'ADN cible est multipliée de manière 

exponentielle; 2n molécules sont alors produltes. La t~chnique a été mise au· 
\ ' 

point par Saiki et al. (1985) et utilisée pour la première fois en biologie humaine. 
La Klenow polyrnérase isolée à partir de Escherichia coli utilisée autrefois pour 
catalyser la réaction a été remplacée par la Taq polyrnérase, plus stable, isolée à 

partir de la bactérie Thermus aquaticus qui conserve son activité à des 
températures élevées (Innis et al. 1988 ). 

L'amplification génique in vitro s'appuie sur la propriété qu'a l'ADN de se 

dénaturer et de se rénaturer sous certaines conditions de température. En effet, 
l'ADN bicatenaire lorsqu'il est chauffé à 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 être ainsi 
synthétisés à partir des amorces. 

~ 

Trois étapes se succèdent au cours d'une réaction typique d'amplification. 

Elles sont facilitées par l'utilisation d'automates spécialement conçus pour ce type 

de réaction: 
1- La dénaturation permet aux ·brins d'ADN matrice de se dissocier par 

rupture des liaisons hydrogènes. L~rsqu'il s'agit d'ADN génomiquê, il faut une 
étape de dénaturation longue et une température élevée (au delà de 90 °C) . 

2- L'hyl:>ridation ou appariement: par abaissement de la température, on 
permet aux. p~imers Oll; amorces monocaténalres présents dans le milieu de 
réaction de :;'app.~rier aux régions complémentaires de l'ADN matrice. 

3- L'é,longation et la polymérisation: une fois la synthèse amorcée, il faut la 
poursuivre en augmentant de nouveau la température jusqu'à 70°C ou 75 °C afin 

d'accroître la stabilité de l'hybride néoformé et de se situer en zone d'action 

optimale de la Taq polymérase. 
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Certains facteurs interviennent de manière déterminante sur les produits 
de ia réaction et leur qualité. Ce soi:-t, l'ADN matrice, les amorces, la· température 

et les ions magnesium et la Taq polymérase. 

De très_ faibles quantités d'ADN sont nécessaires mais varient selon les 
espèces et· .la. taille du. génomè ; cependant il en faut suffisamment pour 
commencer ,la ré;:t!=tion et obtenir une stabilité des produits. Dans une réaction de 
PCR, l'am01;ce est le point de départ de la synthèse et la technique d'amplification 

telle que décrite par Saiki et al(1988). demande que les primers. utilisés 

correspondent aux séqu~nces bordantes de la région à amplifier. Dès lors des 

informations sur la séquence cible sont nécessaires pour l~ synthèse des primers 

qui doivent remplir certaines conditions pour que l'amplification se fasse avec le 
maximum d'efficacité: 

-être composés de 20 à 30 nudéotides 

-avoir une composition en bases équilibrée et analogue à celle du 
fragment à amplifier 

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

-être 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 aù cours de la réaction d'amplification. 
Tm = i(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 obtenic une 

température d'hybridation satisfaisante. 

Les ions Mg++ jouent un rôle impprtant dans la stabilité du complexe 
primer /matrice (Shin et al., 1990) et leur déficit entraîne l'obtention de faibles 

produits tandis que leur excès 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'incorporation de nucléotides de 2 x 10.:.i par cycle 

(Saiki et al,-·1988; Le PeI111:ec, 1991).' 
Les marq1:1~urs RAPD (Random amplified polymorphie DNA) sont des 

marqueurs ,moléculaires issus d'une amplification génique in vitro utilisant des 
amorces de 9 à 10 bases. Les fragments .d'ADN à amplifier sont de séquences 
inconnues mais du fait de la petite taille des amorces, il est souvent possible de 
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trouver plusieurs séquences complémentaires des amorces dans le génome et qui 

pourront ainsi être à l'origine des amplifications. A l'issue de l'amplification, la 

pr~sence ou l'absence de fragments amplifiés permet de mettre en~ évidence un 

polymorphisme entre des individus lié soit à des mutations sur les sites 

d'hybridatio.n des amorces, soit à une insertion ou une délétion au niveau des 

sites. La détection des produits s~ fait après migration dans un gel d'agarose, de 

polyacrylamide ou dans ·un gel dénaturant. Ces'marqueurs ont été utilisés pour la 

première fois pai: Williams et al. (1990) et par Welsh et McCleland (1990). Une 

seule amorce suffit pour obtenir une amplification si deux copies de la séquence 

sont suffisamment proches. et en position inversée dans le genome mais pour 

varier les produits, les amorces peuvent être utilisées par paire (Klein-Lankhorst 

et al., 1991). Des changements de nucléotides au sein d'une amorce aboutissent à 

l'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 

SPÉOFIQUES DE RÉGIONS ŒROMOSOMIQUES 

Les marqueurs RAPD sont généralement dominants (Hunt et Page, 1992; 

Heun et Helentjaris, 1993; Yang et Quiro~, 1993) et qualitativement seuls deux 

phénotypes peuvent être 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'amplification. Les marqueurs RAPD codominants sont rares (Tinker et al., 1993) 

et il est difficile de quantifier les pr<;>duits par leur intensité pour déterminer les 

hétérozygotes (Hunt et Page 1992). Dans ces circonstances, seules certaines 

populations de cartographie peuvent être. 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'avèrent 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 n.e sont 

pas disponibles, des descendances de parents hétérozygotes sont utilisées en 

considérant que l'on se situe dans un cas de backcr()SS pour certains locus, appelé 

encore pse~dÔbackcross (Carlson et al., 1991, Ec!:'-t et al. 1992). 
Quelqu~s cartes génétiques ont été établies uniquement au moyen des 

RAPD. Chèz les· conifères, les mégagamétophytes, tissus nutritifs des graines 

peuvent être utilisés comm.e populations de cartographie. Ils proviennent de la 

19 



division de la mégas pore et sont haploïdes. L'accès direct aux gamètes via les 

mégagamétophytes est ainsi possible et le caractère dominant des marqueurs 
RAPD ne constitue pas un réel problème car tous les génotypes sont identifiés 
sans équivoque. Ainsi Tulsieram et al., (1992) et Nelson et al., (1993) ont construit 

re~pectivement une carte de Picea glauca et de Pinus elliotii ayec 61 et 73 

marqueurs RAPD. 
Chez .Arabidopsis thaliana où une population de lignées recombinantes de 

150 individus était disponible, Reiter et al. (1992) ont construit en peu de temps, 
une carte ·èomprenant 252 marqueurs RAPD. 'Chez Helianthus, la difficulté de 

production' de descendances F2 et backcross a conduit Rieseberg et al. (1993) à 

recourir à 'une descendance issue d'un croisement füterspécifique pour établir 
une carte génétique de 161 RAPD répartis sur 18 groupes de liaison. Bien'qu'il soit 

souvent plus facile d' étâblir des cartes RAPD que des cartes RFLP, la tendance 

actuelle est à l'utilisation de RAPD en ,mélange avec d'autres types de marqueurs 
car !~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 

cartographier le génom·e du bananier: certains marqueurs RAPD ont été 

cartographié dans des groupes de llaison différents d'une population à l'autre. Les 

marqueurs RAPD sont de plus en plus utilisés pour la saturation de régions
spécifiques du génome et la détèction 'de liaisons entre RAPD et caractères 

·d'intérêt agronomique. La présence de lignées isogéniques chez certaines plantes 

facilite le marquage régional. Chez la tom~te, des lignées isogéniques ont permis 
d'identifier des marqueurs RAPD liés au gène responsable ·de la résistance au 
nématode sur le chromosome 6 (Klein-Lankhorst et al. 1991) ainsi que des 

marqueurs liés au gène ~e la résistance au Pseudomonas syringae sur le 

chrom.osome 5 (Martin et al., 1991). Grâce à la mise en évidence de deux 

marqueurs RAPD liés au gène de _la résistance à la rouille, il est désormais 
possible d'envisager l'introgression de la résistance à la rouille dans les génotypes 
sensibles de haricot (Haley et al., 1993). Chez l'avoine, Penner et al. (1993) ont mis 

en évidence une liaison entre un marqueur RAPD et le gène de résistance à la 

rouille. En l'absence de lignées isogéniques, la BSA (Bulk segregant analysisr peut 
être utilisée pour saturer une région particulière du génome dès lors qu'on 

dispose d'une carte génétique et d'une p~pulation en ségrégation. La région à 

traiter doit être délimitée par deux marqueurs et sa taille inférieure ou égale à 15 
cM. Les individus homozygotes pour la région cible sont regroupés ·en de.ux 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 ampliJiés, on n'observera du polymorphisp:te que dans la région cible. Il 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 l'analyse des populations de 
diverses espèces à travers des identifications variétales ou fingerprint, des 

déterminations de parenté ou des étude~ de 0.iversité génétique. 

, Les marqueurs RAPD sont bialléliques contrairement aux. marqueurs 

minisatellites ou microsatellites. Ceci peut constituer un problème à première 

vue~ cependant, le nombre de produits obtenus après une amplification est élevé 

et compens.~ làrgement le faible nombre d'allèl.es possibles. L'amplification non 
spécifique avec des am"orces de courte séquence aboutit à la formation de 
nombreux produits utilisables pour générer des empreintes génétiques. Le 

. nombre de produits obtenus est variable d'une amorce à l'autre et dépend des 
. . . 

espèces 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'à 29 fragments 

d' ADN avec certaine~ amorces chez Bµ.chloë dactUoides. Si' l'on considère qu'un{: _ 

fragment amplifié correspond à un marqueur, il est possible d'utiliser un nombre.: 
li~ité de primers à des fins d'identification et dans ce cas le caractère multilocus 
des RAPD apparaît comme un avantage. Pour être utile à des identifications, un 
marqueur doit pouvoir révéler du polymorphisme intragroupe et intergroupe et 

être de surcroît stable vis à vis de l'environnement. Les marqueurs RAPD · 
\ . 

révèlent souvent de la variabilité entre individus très proches 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 espèces avec un nombre 
limité de p~imers ou au COI\traire avec plusieurs primers. Une seule amorce a 
généré .30 fragments d' ADN sur 20 accessions de Tagasaste (Chamaecytisus 
proliferus) et a permis l'identification p.e plusieurs génotypes (Francisco-Ortega et 
al., 1993). De même 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 utflisés 
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 
structur~tion géographique forte, un nombre limité de primers suffisent à 
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différencier les origines mais au sein d'une origine, il peut s'avérer nécessaire 
d'utiliser plusieurs primers pour arriver à distinguer les clones. 

Lorsque de nouveaux marqueurs apparaissent, il est courant de comparer 
leurs résultats à ceux obtenus par des marqueurs plus classiques pour savoir si 

l'utilisation de nouveaux outils améliorent la co'mpréhension d'un système 
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 

mh;1eurs. Par la suite, les études par les marqueurs RFLP de Second et 
Ghesqu~ères (1994) entre autres ont confirmé l'existence de deux groupes majeurs 
et laissent supposer que les groupes mineurs trouvés par Glaszmann sont des 

hybrides e.:rtre les deux groupes majeurs. Fu.kuoka et al. (1992) ont utilisé 16 

accessions de riz pour évaluer la faisabilité des RAPD pour l'étude de la diversité 

et la cartographiè du riz. Chaque génotype était caractérisé par un marqueur 
RAPD et le's regroupements obtenus étaient en accord avec ceux découlant de_!) 

analyses isozymiques et RFLP. Ils en concluent que l'avantage des analyses 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 lien~ entre plusieurs groupes de variétés au moyen des RFLP et des RAPD. 
quel que soit l'outil utilisé, un faible taux de polymorphisme est révélé au 
niveau intraspécifique. Pa·r ailleurs, ils ont insisté sur les précautions à prendre 

dans les analyses RAPD afin d'aboutir à 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 Fumier, 1993). Des loci spécifiques des deux espèces ont été mis en 
évidence avec les RAPD, RFLP et isozymes ainsi qu'une grande diversité chez 

Populus tremuloïdes par rapport au Populus grandidentata. Le niveau de 

variabilité détecté par les RAPD est toujours plus élevé, dû probablement à une 

plus grand~ capacité de ces marqueurs à révéler du polymorphisme mais les 
RAPD .semblent moins propices pour des estimations d'un certain nombre de 

paramètres 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 à 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 comparé 18 lignées au moyen des RFLP et des RAPD: le phénogramme 
obtenu par les RFLP . correspondait le !!lieux aux phénogramme selon les 
pedigrees. Chez l'avoine sauvage (Avena sterilis), Heun et al. (1994) ont montré 

que les isozymes ainsi que les ~APD distinguaient sans équivoque les 24 
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accessions é~udiées et bien qq.e 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 l'objet de critiques 

quant à leur répétabilité. Leur utilisation nécessite l'application et la mise en place 

d'un certain nombre de précautions. 

La réaction de PCR aboutissant aux RAPD est non spécifique et· très 

sensible, un ADN contaminant peut être facilement amplifié, aussi faut-il veiller 

à' travailler dans des conditions d'asepsie tr~s strictes. Lorsque ces considérations 

techniques sont maîtrisées, il faut veiller à trouver des conditions répétables car 

en clehors des contaminations extérieures, la réaction d'amplification~ contient en 

elle-même de nombreux facteurs de variations qu'il ne faut pas négliger. Il 

semble en effe.t que la zone optimum de conditions favorables soit étroite et qu'il 

ne faille pas. s'e!l éloigner_ de crainte d'obtenir de8 amplifications non spécifiques. 

Du fa~t de~~ non spécificité des RAPD, une bande d'une taille donnée peut 

provenir de l'amplification d'ADN au niveau de ph.~sieurs locus et ainsi sera 
1 

inadaptée pour certaines études. 
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Liste des clones Forastero haut-amazoniens étudiés 

Oriaine Clone Collection 
.? Amazon 15-15 IRCC RAPD morphologie 
Colpmbié EBC5 IRCC RFLP 

EBC6 IACC AFLP 
E8C10 IRCC . RAPD AFLP 

' 
SPA5 CATIE RAPD RFLP 
SPA11 CATIE RFLP 
SPA17 CATIE RAPD RFLP 

Equateur IMC5 IRCC RFLP~ 
IMC31 IRCC RAPD RFLP morphplogie 
IMC67 IReG RAPD RFLP morphologie 
IMC78 IRCC RFLP 
LCTEEN37 IRCC RAPD RFLP 
LCTEEN84 CRU RAPD RFLP 
LCTEEN127 CRU RAPD RFLP 
LCTEEN202 CRU RFLP 
LCTEEN295 CRU RFLP 
LCTEEN325 CRU RAPD RFLP 
LCTEEN326 CRU RFLP 
LCTEEN355 IRCC RFLP 

i LCTEEN371 IRCC RAPD 
SCA6 IRCC RAPD RFLP morphologie .. 
SCA9 IRCC RAPD RFLP 
SCA12 IRCC RAPD RFLP 

Pérou PA13 IRCC RAPD RFLP morphologie 
PA121 IRCC morphologie 
PA150 IRCC RAPD 
P1 IRCC ·RFLP 
P2 IRCC RAPD RFLP 
P7 IRCC morphologie . 
P16 IRCC RFLP 
P19A RCC morphologie 
P138 IRCC morphologie 
P32A IRCC RAPD RFLP morphologie 
M09 IRCC RFLP morphologie 
M081 IRCC RAPD RFLP morphologie 
M098 IRCC RFLP morphologie 
NA32 IRCC RAPD RFLP 

Ghana IFC312 lRCC RFLP 
T60/887 IRCC RAPD RFLP morphologie 
T63/967 IRCC RAPD RFLP morphologie 
T79/501 IRCC RFLP 

. T851799 IRCC RAPD RFLP' 
Côte d'ivoire UPA401 IRCC RFLP morphologie 

- UPA402 . IRCC morphologie · . 
UPA409 IRCC morphologie . ·l:.JPA413 IRCC -· RAPD RFLP morphologie 
UPA603 IRCC RAPD RFLP . 
UPA608 IRCC RFLP 
UPA620 IRCC . moroholoaie 

Tableau 3: Liste des clones dans les différentes études 



Liste des clones Trinitario étudiés 

Oricine Clone Collection Etudes 
Trinidad ACT2-ll IRCC RAPDRFLP,morphologie 

ICS6 (EET275) IRCC RAPDRFLP,morphologie 
ICS16 IRCC RAPDRFLP 
ICS46 IRCC RFLP . ICS53 IRCè RAPDRFLP,morphologie 
ICS75 IRCC RFLP 
ICS89 IRCC RAPDRFLP morphologie 

, ICS95 (ERJOH21) CEPEC RAPDRFLP,morphologie 
ICS98 (ERJOH18) CEPEC RAPDRFLP 

Grenade GS29 IRCC RFLP .. GS36 IRCC RFLP 
V~nezuela CHUA024 RAPDRFLP 

' CHUAO 120 CATIE RFLP . 
CNS22 CATIE RFLP . CNS23 CATIE RAPD 

Côte d' Ivoire IFC6 JRCC RAPDRFLP,morphologie 
JFC7 IRCC RFLP 
JFCll IRCC RFLP 
JFC19 IRCC RAPDRFLP,morphologie 
IFC413 ' IRCC RAPDRFLP ,morphologie 
JFC420 IRCC , RFLP 
JFC422 IRCC RFLP 

Ghana JFC304 IRCC RFLP 
ACU85 IRCC RAPDRFLP,morphologie 
K5 (JFC305) IRCC RAPDRFLP 

Indonésie DR! 
. 

IRCC RAPDRFLP,morphologie 
G23 CATIE RAPDRFLP 

Samoa LAFI7 RAPDRFLP 
Java WA40 IRCC RAPDRFI..p,morphologie 
Equateur EQX27 IRCC RFLP 

EQX94 IRCC • RAPDRFLP 
EQX107 IRCC RAPDRFLP,morphologie 
MOQ122 CRU RFLP 
MOQ216 IRCC RFLP 
MOQ413 IRCC RAPDRFLP,morphologie 
MOQ647 .IRCC RFLP morphologie 

Honduras MT! CATIE RAPDRFLP 
TJl CATIE RAPDRFLP 

Nigeria N38 JRCC RAPDRFLP 
Mexique RIM8 CATIE RFLP 

RIM15 CATIE RFLP,RFLP,morphologie 
' RIM19 CATIE RFLP .. RIM76, CATIE RFLP 

RIM105 CATIE RFLP 
RIM113 CATIE RFLP 

Colombie ses CATIE RAPDRFLP 
SC6 CATIE RFLP 
SPEC54-2 IRCC RFLP 
SPEC138-8 IRCC RFLP 
SPECI60-9 IRCC RFLP,RFLP,morphologie 

Cameroun SNK12 IRCC RFLP morphologie 
SNK109 IRCC RFLP 

Costa Rica CCIO IRCC RFLP 
CC39 IRCC RAPDRFLP 
UFlO CATIE RFLP 
UF221 IRCC RAPBRFLP 
UF296 (ERJOH 17) CEPEC RFLP 
UF667 (JFC409) IRCC RFLP morphologie . UF676 (IFC410) IRCC RFLP 

Panama UF168 CATIE· RFLP 



.CHAPITRE Ill: ETUDE DE LA DIVERSITE 
GENETIQUE DE L'ESPECE 

1- MATERIEL ET METHODES 

1-MATÉRIEL VÉGÉTAL 

Le matériel végétal utilisé dans ces études (Tableau 3) provient de plusieurs 

origines et a été fourni par diverses institutiçms de recherches sur le cacaoyer dans 

le monde (IDEFOR-DCC en Côte d'ivoire, le CEPEC au Brésil, 1e CATIE au Costa 

Rica, le CRU à Trinidad, le CIRAD à Montpellier et le FONAIAP au Vénézuela) . 

Dans chaC\~ne des études _réalisées, un nombre différent de clones a été 
échantillonné , cependant toutes les origines sont représentées. Certains 

individus sont communs à 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 Côte d'ivoire sur 52 

clones : La faible représentation des Criollo dans l'an.alyse morphologique 

s'expl_ique par la présence de très peu d'individus de ce groupe au sein de la 
collection de Côte 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 non,'-bre suffisant de cabosses sur une période donnée pour 

réaliser les observations. 
L'étude de diversité par les RA.PD a porté sur 106 génotypes appartenant à 

tous les groupes connus. 
Les paramètres 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 à l'aide de méthodes 
d'analyses descriptives. 

Les c~ones Forastero H;aut Amazoniens étudiés comportent : 
. -: des clones provenant des prospections de Pound en 1938 et 1945, au Pérou 

et en Equateur le long des fleuves N~nay, Parinari, Moroni etc ... (clones PA, SCA, 
P, IMC, MO, NA) et leurs descendances sélectionnées. Les descendances de 
première génération ont été obtenues au Ghana : ce sont les clones T60, T63, T79, 

TSS. Les descendances de deuxième génération proviennent de Côte d'ivoire et 
sont dénommées UP A. Les clones prospectés par Pound ont été très largement 
diffusés et sont utilisés à travers le monde entier dans les programmes 
d'amélioration et de sélection. Certains sont connus pour être de bons géniteurs 

' (IMC67) d'autres sont tolérants à des maladies (SCA6). 
-des clones issus des prospections réalisées en Colombie et en EquatE;ur par 

la miss~on Anglo-Colombienne en '1982 et 1984. Ce sont les clones LCTEEN et 
EBC. 

Les _çloz:es Forastero Bas Amazoniens ~:nalysés proviennent surtout du 
Brésil, du ~énézuela mais aussi d'Afrique: 

-les clones' sauvages ERJOH SOIÙ issus de prospections effectuées au Brésil . . 
surtout dans sa partie Ouest. Certains pro.viennent de zones frontalières (Pérotf, 

Equateur, Colombie), d'a~tres de zones plus internes. 
-les clones SIÇ et SIAL du Brésil proviennent de la frontière avec le 

Vénézuela. 
· -~es clones PARA, COMUN, sont des sélections de Bahia au Brésil. Les 

clones MA TINA qui lèur sont proches sont aussi issus du bassin Amazonien, 
près de Belem . 

-les clones EET, ECNR et NACIONAL font partie de la variété Nadonal qui 

donne un cacao de qualité "arr!ba". ~ls pioviennen~ 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 française(Sallée) 

· ·-les Forastero Bas Amazoniens d'Afrique (clones IFC) sont constitués de 
clones sélectionnés dans les cacaoyères créées au début des introductions de 

cacaoyers en Afrique de l'Ouest; 
Les clones Trinitario analysés sont très divers: 
-les clones ICS (Imperial College Selection) ont été sélectionqés à Trinidad 

et les clones GS à Grenade; 
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-les clones UF (United Fruit) et CC sont originaires du Costa Rica; 

-les Trinita.rio d'Equateur sont composés de dones sauvages provenant des 

prospections de Pound en Equateur (MCXJ) et d''autn;s sélections (EQX).; 

- les clones Rl!v1 qui ont été analysés proviennent du lvfoxique; 

-les Trinitario d'Afrique sont composés de clones sélectionnés en Côte 
d'Ivoire üFC), au Cameroun (SNK) et au Ghana (ACU et K5). 

Les clones Criollo échantillqnnés proviennent majoritairement du 

Vépézuela, et du l'Hcaragua. Les Criollo ne se rencontrent pratique-ment plus en 

culture pure du fait de leur faible potentiel agronomique (\Vood et Lass,. 1985) et 
' 

sont souvent des hybrides entre CrioHo et Trinitario. 

Du Jait de 1' éloignement des différentes collections du laboratoire 

Agetrop/CIR/\.D où les analyses moléculaires ont eu lieu, le matériel végétal a èté 

reçu sous forme ·a.e fouines séchées à fa températu.re ambiante en.fermées dans des 

gaines plas'tiques et conservées dans une chambre froide à +4 °C pour éviter 1~s 

reprises <l'humidité; 

2w fv!ÉTHODES 

i1-ANALYSES.lv!ORPHOLOGIQUES 

Dans un essai préliminaire, la taille des échantillons nécessaires aux 

mesures de fèves et de cabosses a été déterminée. Pour cela une étude a été . . 
conduite sur la parcelle A18/2 de Divo (Côte <l'Jvoire) sur 10 clones à raison de 5 

arbres par clone. Chaque arbre a "·été pollinisé manueUement afin d1obtenir 10 

· cabosses par arbre, 

Si on veut détecter une différence cl correspondant à 5 % de la moyenne, alors la 

formule permettant de dêternüner la taiHe <l'échanüUon est {Engels et al,, 1980): 

r::;:;; 4x S2/d2 52 est la variance, r est l'effectif de cabosses ou de fèves 

Sur les 52 don es a11al.ysés, plusieurs caractères de cabosses d. de fèves ont 

été me;surés: 1e poids de cabosses! le nombre de fèves par cabosse, le diamètre de 

cabosse, la 1on&ueur de cabosse, l'énaisseur du cortex, le poids de cabosse vide,, le 
)~ r ~ 

poids de fève, !.a longueur de fève et !'épaisseur de füve, Pour chacun de ces 

caractères, la m.oyenne. et l'écart type ont été déterminés pour chaque d;:me. P<tr la 

suite,. les .individus d'\rn rnérne groupe ont êté rassemblés et une analyse de 

varia.net' ~) un facteur a été réalisée pour chaq· ue caractèn:;, suivie d'u1h?. . . 

compar::'lison de rnoy·ennes par le test de Fisher de la plus petite différence 

sio-nificative. Ces analvsi.::s ont été réalisées à l'aide du logiciel Statviev.r, Les b .. ..... 

moyennes des clones ont ensuite été titilisées pour une analyse en composantes 

prir.dpales U\CP), analyse multivariée qui donne une image plus synthétique des 

données pour l'ensem.ble des caractères, 



Photo 3: Extraits d'.AI?N d.e cacaoyer 



.. B- ANALYSES MOLÉCULAIRES 

Extraction de l' ADN total · 
La méthode d'extraction utilisée ( Laurent et al. 1993) est donnée dans 

l'annexe 1. On obtient des solutions d'ADN de bonne qualité après un·e étape de 
purification au chlorure de césium (Photo 3). 

Dosage de l'ADN 

Trois types de dosages ont été réalisés. La méthode au spectrophotomètre 

estime la concentration d' ADN doubîe brin par l'absorbance à ?60 nm en 

cons'idérant qu'une densité optique de 1_ sur un trajet optique de 1 cM correspond 

à 50 µg/'µl d~ ADN. La pureté de la solution d' ADN peut être évaluée par le 
rapport des densités optiques à 2~0 et à 260 nD;l.. Un rapport voisin de 1,8 est 
soùhaitable 'èt correspond. à une bonne pureté dé l' ADN bicatenaire par contre si 

ce rapport est inférieur à 1,8 c'est que l~ADN est contaminé par des protéines ou 
. du phénol. Bien que purifié par une ultracentrifugation par gradient de chlorure 

de césium, l' ADN du cacaOyer reste souvent contaminé et les concentrations· 

d'ADN mesurées par le spectrophotomètre sont souvent surestimées. 

Les concentratidns d' ADN ont aussi été estimées par un fluorimètre. Bien 
qu'ils donnent des estimations meilleures que le spectrophotomètre, les dosages 

restent toujours insatisfaisants et par ailleurs, plus difficiles et plus contraignants 
à réa,liser que ceux par spec-trophotomètre. ' 

Nous av'ons 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, après avoir dosé préalablement l'ADN au 

spectrophotomètre ou au fluorimètre. Ce genre de dosage permet aussi de se 

rendre compte sil' ADN est dégradé. Après ~e dosage del' ADN, des dilutions ont 
été faites afin d'obtenir des concentrations de 1 ng/µl d' ADN pour les solutions à 

amplifier. Plusieurs fractions aliquotes ont été faites et conservées au congélateur 
à -20 °C pour éviter la dégradation des solutions. 

Reactions 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 µl et les concentrations des différents 
éléments ont été ajustées au fur et à 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 amplif.iés a été faite sur gels d'agarose à 1,4% 

dan~ le tampon TBE meilleur ·que le TAE pour la résolution des bandes ... Les 
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produits ont été migrés pendant deux heures à 100 V puis colorés. au Bromure 
d'éthldium pendant 30 minu'tes. 

Tri des 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 génotypes 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. 
&sais de répétabilité 

Les essais de répétabilité ont été couplés avec le tri des primers. Une 
pre~ière amplification a été réalisée sur 19 individus avec trois doses d;ADN 

provenant de la même extraction. Une autre amplification a ensuite é~é réalisée 

dans les mêmes conditions exp~rimentales que la' première et le nombre de 
bandes et lëur netteté ont été notés et comparés aux bandes produites lors de la 

P.remière amplific:ation. Si des différences apparaissaient alors une troisième 

amplification était réalisée et les bandes polymorphes les plus stables étaient 
sélectionnées. Si aucune bande n'était restée stable d'une amplification à l'autrê 

alors le primer n'était pas sélectionné . 

Extraction 'de produits ampli.fiés 
· Afin de pouvoir isoler des fragments polymorphes amplifiés à utiliser 

comme· sondes pour .réaliser des hybridations sur de l'ADN total, une 

électrophorèse sur gels d'agarose à bas point fusion de 1,4 % a été réalisée à 100 V 
' 

et 50 mA pendant deux;\ trois heures selon la proximité des fragments. Les gels 

ont ensuite été colorés et observés aux U.V .. A-l'aide de fragments de pai~le, les· 
fragments amplifiés ont été récupéré\; à la pipette puis stockés dans des tubes à vis 
au réfrigérateur. Au moment de l'utilisation des bandes RAPD comme sondes, 

les tubes ont été chauffés au bain marie à s~c à 65 °C pour faire fondre l'agarose. 
Toutes les bandes amplifiées et polymorphes n'ont cependant pas pu être isolées 

car certaines étaient très proches les unes des autres et mêmes les longues 

migrations n'ont pas réussi à .les séparer. 
Marquage des fragments amplifiés 

Le marquage des fragments ~mplifiés a été fait au 32p à l'aide du kit 
"Megaprime labelling systems" de Amersham par la technique du "random 
priming" ou amorçage aléatoire. La qu;~lité 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 respectivemei:it 5 et 15 heures dans des fours à hybridation. Les 
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fragments amplifiés marqués ont été hybri.dés sur des membranes hybond N+ 

contenant de l'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 eri annexe 4). 

Collecte des données 

Les résultats d'amplification ont été lus sur les photographies des gels 

colorés au BET après électrophorèse. Ph.:1sieurs lectures ont été faites à 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 l'individu était 

noté O. Lorsqu'on ne réùssissait pas à ~étertniner la présence ou l'absence d'un 

pro~uit chez un individu après plusieurs lectures, alors on a considéré chez cet 

individu la donnée comme manquante pour ce produit. Les tableaux de données 

ont ensuite été traités à l'aide du logiciel ADDAD. 

Anàl.yse des données 

Répartition des produits d'amplification dans les populations et 

polymorphisme 

Toutes les bandes amplifiées n'ont pas été répertoriées. Seules celles qui 

étaient polymorphes et stables au sein de !''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'un~ part savoir si la répartition des bandes 

était homogène dans l'ensemble des populations et d'autre part comparer les 

populations deux à 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'individu.s. On · 

peut construire un tableau à quatre lignes et deux colÔnnes dont les cellules 

éorrespondent aux différentes classes observées. 

avec nij le nqmbre d'individus dans la classe ij, Pïj la fréquence de la classe ij et (p-
1) (q-1) ie nombre de degrés de liberté. Pour la comparaison des populations deux 

à deux, six tests de Chi-deux sur le modèle suivant ont été réalisés chacun à un 

degré de liberté pour chacune des bandes RAPD: 

le calcul devient plus simple car p=2 et q=2 · 
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Chi2 = N(n11 x ni1 -1?i2 x ni,)2 
fli. X ni. X n.1 X n.2 

n1. ni. n.1 n.2 sont les sommes marginales 

Analyse factorielle des correspondances (AFC) 

C'est une méthode de statistique descriptive qui permet de synthétiser des 

tableaux de données à double entrée par l'extraction d'un nombre_ réduit de 

facteurs correspondant à des combinaisons linéaires des variables initiales. Tout 

tableau contenant des nombres positifs peut être traité par l'AFC. La démarche 

aboutit à 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 indiyidu's sont mesurées par la distance du 

Chi: (Jambu, 1989). 

Le. logiciel ADDAD utilisé pour le traitement informatique des données ne 
sait ·pas gérer les données manquantes, nous avons i;nis les individus présentant 

des donnée_~· manquantes en sup_F>lémentaire P.our ne pas biaiser le calcul des 

coordonnées des axes. 

Classifièation ascendante hiérarchique 

C'est une méthode de classification automatique élaborée qui permet d~ 
créer des partitions.· Il· faut pour cela définir un indicateur de liaison entre 

individus et un critère d'a'grégation des classes. Grâce à l'indicateur de liaison qui 
' peut être une mesure de distance ou d'i11dice de similarité ou de dissimilarité, les 

individus les plus proches sont regroupés. Ensuite intervient le critère 

d'agrégation ·qui permet de regrouper les cl.asses (Jambu, 1989; Fenelon, 1981). 

· Pour del? tableaux de· présence et d'absence, certaines distances ou fodices de 

distances sont plus utilisés que d'autres. Certains d'entre eux tiennent compte de 

l'absence simultanées de~ bandes chez deux individus .. d'autres n'en tiennent pas · 
\ ' I • 

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, l'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 q~e 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 piésentes chez j et absentes chez i 
soit 0 (i,j) le nombre de bandes absentes simultanément chez i et j 

Indice de similarité de Czekanowsky(Addad, 1985) 

d(i ') = 2n(i,j) 
'
1 

2n(i,j) +ni+ nj) 

Indice de similarité de Rogers et Tanimoto(Addad,1985) 
d(i ')= n(i,j)+O(i,j) 

'
1 

n(i,j) + O(i,j) + 2(ni + nj) 

Plusieurs critères d'agrégation sont disponibles dont le saut minimum qui 

permet de regrouper les classes sur la base de la plus petite distance entre les 
é.léments de la classe déjà formée et les autres éléments, et l'agrégation par la 
moyenne qui calcule la distance moyenne entre les éléments pour ensuite choisir 
la distance moyenne la plus p~tite. Notre choix s'est porté sur la moyenne encore 
appelée UPGMA (Unweighted Pair. Group Method using arithmetic A ver ages). 

Sur. tabl-eau~ de distances, le programme ADDAD CAHDIS n'utilise que les 

individus ayant des données complètes pour la réalisation des classifications. . . 

La classification ascendante hiérarchique ·a aussi été effectuée à partir des 

coordonnées des f.acteurs issus d'une élnalyse factorielle des correspondances. Ce 
t}rpe de classification permet de classer aussi bien les individus avec des données 
complètes que ceux dont les données sont incomplètes car bien que ne participant 
pas à la construction des axes parce que introduits dans l'analyse comme 
individus supplémentaires, ils ont quand même des coordonnées sur les axes. Le 

progr.amme CAHVOR utilisé est un programme de classification qui utilise la 

méthode de~ voisins réciproques et tient, compte de l'information apportée par 

lès voisins. 

Pàramètres génétiques . 
Du fait que certaines sondes cDNA ont été cartographiées et que d'autres. 

donnaient un profil simple à une ou deux. bandes permettant de faire l'hypothèse 
d'un déterminisme génétique simple à 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 être considérées chacune comme un 

locus et ont 'été utilisées pour. l'analyse des paramètres génétiques . 
. . 
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181 clones appartenant à 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 hypothèses de Cuatrecasas (1964) sont originaires de deux zones 

géographiques distinctes: l'Amérique du Sud et l'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 

classificati~n classique en Forastero Haut Amazoniens, Forastero Bas 

Amazoniens, en Criollo et en Trinitario. Les paramètres des populations ont été 

estimés à l'aide des logiciels GENEPOP(Raymond et Rousset: Adresse.: 

Laboratoire de génétique et environnement. URA CNRS 327. Institut des Sciences 

de l'évolution. CC065. USTL. Place E. Bataillon, 34095. Montpellier cedex 05, 

France), BIOSYS (Swofford et Selander, 1981) et DIPLOID.FOR (Weir, ~990). 

Outre les fréquences alléliques, le nombre de locus polymorphes, le taux 

d'hétérozygotie 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 d.e modèle· aléatoire à partir duquel on pourrait tirer 

des· conclusions sur le cacaoyer en .général. Le test de Hardy Weinberg permet 

d'émettre des hypothèses sur la façon dont les gamètes sont associés au sein d'un 

individu en· partant de l'hypothèse nulle de rencontres aléatoires·. Si cette 

hypothèse n~est. pas véri~iée alors 'les associations sont préférentielles et certains 

génotypes s,ont i:>.lus fréquents que d'autres, en particulier les hétérozygotes 

pourraient ~tre en surnombre ou au contraire en déficit. Le taux d'hétérozygotes 

en condition de panmixie est encore appelé diversité de N ei (H) et. permet 

d'évaluer la variabilité d~s populations. Pour des échantillons de taille réduite, H 

peut être biaisé et il ,faut le corriger en tenant compte d~ nombre d'individus. 

Pour un locus A avec n allèles. 

2 
n 

H = 1 - L pi pi est la fréquence de l'allèle i au locus A (Nei, 1972) 
A 

i = 1 
Si N est l'effectif de la population, !'estimateur non. biaisé qui tient compte 

\ ' 

de la taille de l'échantillon est (Nei, 1978): 
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2 
2N Il 

H = 1 - I.pi 
A 

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 population. 

Le degré de différenciation entre populations est estimé par les paramètres 
statistiques F (indice de fixation) de Wright (1978) et il existe une relation entre · 
l'indice. de fixation de Wright. et la diversité de Nei: 

Ho . 
F=I-

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 
f?rmule de N ei et Syakudo (1958): 

teq=(1-F)(1+F) ou teq est le taux d'allofécondation à l'équilibre et F l'indice 
de fixation 

' F au sein d'un échantillon m.es~re le déficit total en hétérozygotes "et est 
dénommé Fi~. Il permet d'estimer la corrélation entre les gamètes au sein d'un 
individu (Weir, 1990): . 

F au·· sein d'une. population est appelé Fis et mesure le déficit en 

hétérozygotes au,. sein de la populatjon: c'est la corrélation entre gamètes à 

Vintérieur d'une population. 
Lorsque plusieurs populations sont considérées, Fst estime les cor:rélati.ons 

entre des gamètes des itl.dividus issus de plusieurs populations. C'est Fst qui 
permet de déterminer• si la population globale est structurée en sous populations . 

. Il découle de ces définitions que lorsqu'une espèce n'est pas subdivisée en 
plusieurs populations, Fst ne peut pas être estimé et Fis et Fit sont confondus. 
Plus_ieurs niveaux de hiérarchie sont nécessaires à l'estimation de ces paramètres 

en l'occurrence , plus_ieurs gamètes, plusieurs individus, et plusieurs 

popula tians. 
Distances génétiques 

La proximité ou l'éloignement des populations peut se mesurer à 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 Ne.i (1972) et de 

celle de Rogers modifiées (Wright 1978)~ 

Si. deux populations Pl et P2 ont des fréquences alléliques Xl et X2 pour 

l'allèle 1 d'~ locus L, lès probabilité de tirer deux fois l'allèle 1 du locus L dans 

l'une ou l'autre population Pl et P2 ~st 

J P!Pl = X12 

lnn = x22 

.1Pln = XlX2 est la probabilité de tirer l'allèle 1 dans la population Pl et dans P2. Le 

coefficient de similarité de Nei est pour le locus L: 
I = __ 1_,_Pl,_,_P2:::___ 

J PIPI X} P2P2 

Si plusieurs locus sont considérés, le coefficient de similarité moyen est la 

moyenne ai:ithmétique des différents coefficients de similarité pour les locus 

considérés. 

La distance génétique de Nei est 

D =-Log! 

La distance de Nei est très utilisée car elle peut être reliée au taux de 

substitution en acide aminé et donc possède 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) 

[
n ]1/2 

- t(XlPl -XlP2)2 
MRD - 112 · N = nombre total de locus , Xl Pl et Xl P

2 (2N) 

sont les fréquence de l'allèle 1 d'un locus L dans les population Pl et P2. . . . 

II - RESU'LTATS 

1-DIVERSITÉ MORPHOLOGIQUE 

A- DETERMINATION DE LA TAILLE MINIMUM DES 

ÉCHANTILLONS 

Les tableaux ci dessous donnent les effectifs minimum des échantillons de 

cabosses et de fèves. Il y a d'une part, les éaractères dont l'évaluation nécessite un 

échantillon de, taille importante: ce sont le poids de cabosses, le nombre de fèves 

par cabosse et le poids de fèves et d'autre part les autres qui sont en fait des 

caractères de forme. Pour le poids de cabosses, la taille de l'échantillon de cabosses· 

par arbre servant à estimer les variations entre les arbr~s d'un même clone est 

importante. La variation entre cabosses d'un même arbre est donc élevée. Ces 
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variations peuvènt être dues à 1'environnement mais aussi à la _position des 
1 • 

cabosses sur l'arbre. En effet les cabosses s<;>nt portées par le tronc principal et les 

branches et les cabosses ~ituées dans les branches pourraient être défavorisées par 

leur position proche, des feuilles au sein desquelles se réalise la synthèse des 

éléments de réserves qui sont distribués du bas vers le haut de l'arbre . 

Au niveau des caractères de fèves, un échantillon plus important est 

nécessaire pour évaluer le poids de fèves '.pour une cabosse que pour l'évaluer au 

seirt d'un clone. Cette apparente a~erration rend en fait compte de la variabilité 

intracabosse élevée et qùi est plus importante que celle qui existe au sein d'un 

clone . 

effectif de cabosses 

Caractères par arbre par clone 

Poids de cabosse 20 49 

Longueur de cabosse 4 9 

Diamètre 4 8 

Nombre de fèves 7 39 

Tableau 5: Effectifs de cabosses nécessaires à l'évaluation des caractères de cabosses 

Nombre de fèves à observer 

Caractères par cabosse Par arbre Par clone 

Longueur de ·fève 4 
. 

3 5 

Poids de fève 16 14 11 -
Epaisseur de fève 6 . 4 15 

Tableau 6: Effectifs de fèves nécessaires à l'évaluation des caractères de fèves 

'Ces·· estimations d'effectifs permettent de se rendre compte des 

difficultés 'qui peuvent ê.tre rencontrées pour l'évaluation de caractère_s 

morphologiques très variables au niveau· clonal, car la production de ·cabosses 

peut être insuffisante polir un arbre au cours d'une période donnée. 
' 

B- ANALYSESMORPHOLOGIQUES 

Les moyennes des c_lones pour les caractères des cabosses et des fèves sont 

présentées dans les annexes . Les ca!actères analysés ne sont pas indépendants: de 

fortes corrélations sont observées entre le poids de cabosse pleine de fèves et le . . 
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ANALYSES DE VARIANCE -

-
' . 

1)- Poids de cabosse 6)-Epaisseur dè cortex -
BDL CM F DDL CM f 

Entergroupe 3 4260599 118,89 Intergroupe 3 10713,27 35,54 -Intragroupe 3265 35834,42 p=0,0001' Intragroupe 1231 301,41 p=0,0001 .. 
Total 3268 Total 1234 

-2)-Nombre de fèv~s par cabosse 7)-Forme de cabosse(Longueur /Diamètre) 

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 fève -

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)-Diamètre de cabosse 9j-Longueur de fève 

DDL CM F DDL CM F -
Intergroupe 3 1518,30 14,98 Intergroupe 3 }72886 101,88 
Intragroupe 1231 101,35 p=0,0001 Intragroupè 3623 715,366 p=0,0001 
Total 1234 Total 3626 -
5)-Poids vide de cabosse 10)-Epaisseur de fève 

' -
DDL CM F DDL CM F 

Intergroupe · 3 1460051,249 55,34 Intergroupe 3 56753,88 258,93 -Intragroupe 1197 26384,09. p=0,0001 Intragroupe 3623 219,19 p=~100ôl 
Total 1200 - Total 3626. 

·-. 
Tableau 7: An~lyses de variance à un facteur des caractères morphologiquès -

-
-
-
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• COMPARAISONS DEMOYENNES 

Haut Bas Trinitario Criollo 
Amazoniens Amazoniens 

Poids de caboss~(g) 465,11 (1424)a 376,16 (330)b 568,12(1275)c 514,26(219)d 
s=176,57 s=98,23 s=223,28 s=155,71 

. 

Nombre de fèves ' 33,41(1424)e 37,04(324)g 32,14(1275)f 32,47(219) ef 
par cabosse s=12,8 s=9,56 s=l0,48 s=l0,72 

T 

Longueur (cm) 16,05 (546)h 14,b3 (119)i 17,9 (455)} 17,72 (115)j - de cabosse s=2,44 s=l,40 s=2,74 s=3,33 

Diamètre (cm) 8,36(547)k 8,03 (119)1. 8,60 (454) m 8,6 (115) km - de cabosse S=l,09 S=0,66 S=l,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=l,42 s=l,06 s=2,20 s=l,503 

Forme de cabosse 1,92(546)u 1,75(119)v 2,08(455) w 2,05(115) w - (longueur /diamètre) s=0,21 s=0,19 s=0,28 s=0,3~ 

Poids de fève(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 -

.. . 
Longueur de fève(cm) 2,30(1617) b' 2,30(402)b' 2,43(1308)c' 2,52(300)c' 

1 
s=0,26 s=0,2 s=0,28 s=0,29 

.. 
. 

Epaisseur de fève(mm) 7,94(1617) e' 7,75(402) e' 9,19(1308)f' 9,60 (300)g' 
s=l,49 s=l,12 s=l,55 s=l,5 .. .. 

.. . 
_ . Tableau 8: Comparaisons des môyennes des différents groupes par le test de Fisher 

. de la plus petite différence significative(PI?DS) .. Le nombre d'observations par 
caractèré est entre parenthèse et les moyennes non significativement différentes 

- . portènt la même lettre . s=écart type. · 

-
-
-
-
-
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Figure 2: Plan 1 (axes 1 et 2) de l'ACP réalisée à partir des données morphologiques 
• Fôrastero Haut Amazoniens 
o Forastero Bas Amazoniens * Criollo 
ô. Trinitario 
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poids' d~ cabosse vide (r=0,95), le poids de cabosse ·et son diamètre (0,88), entre le 

d.iamètre de la fève et la longueur de fève (0,83). 

Les analyses de variance ainsi que les comparaisons des moyennes faites 
sur les caractères précédents en 'considérant chaque population comme un 
facteur, sont présentées Q.ans les tableaux 7 et 8. Tous les tests sont significatifs à 1 · 

\ . 
pour 10 000. 

Au niveau des cabosses, les poids diffèrent 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 contrè, il n'y a pas de 

différence entre le nombre de fèves par cabosses des Forastero Haut Amazoniens, 

des Criollo ,et des Trinitario. Seuls les Forastero Bas Amazoniens peuvent être 

caractérisés par un nombre élevé de fèves dans la cabosse. La forme des cabosses 

mesurée par le rapport de la longueur sur le diamètre fait apparaître 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 possèdent des cabosses ~u cortex fin 
contrairement au Criollo, Trinitario et Forastero Haut Amazoniens dont les 
cabosses sont épaisses. Au niveau des fèves, la taille des fèves diffère entre 

populations et les plus .grosses fèves sont r~ncontrées chez les Criollo. Les fèves 
des Forastero ont la même forme, c'est à dire allongées et aplaties alors que celles 
des· Trinitario et des Criollo sont <l:odues. Ce sont les Criollo qui p·ossèdent les 
fèves ~es plus dodues. Qualitativement, l'on peut décrire les populations en 
disant que les Forastero Bas Amazoniens possèdent de petites cabosses peu 
allongées à. cortex fin c.ontenant. beaucoup de. fèves allongées ét aplaties. Les 

Forastero ~aut Amazoniens ont des cabosses de taille moyenne à cortex épais 

contenant P.eu d~· fèves allongées· et ~platies. Les Criollo et les Trinitario ont de 

grosses cabosses allongées à cortex épais contenant peu de fèves gr.osses et. dodues. 
Si l'on quantifie un carac;,tère donné dans les différents groupes, on observe alors 
une variation continu,e de ce caractère entre les groupes . 

L' ACP (Figure 2) permet l'analyse simultanée des caractères et permet de 
mieux visualiser les relations entre popu~ations. Les axes les plus discriminants 
sont l'axe 1 avec 52,5 % d~ l'inertie totale ·et l'axe 2 avec 18,16% de la variabilité . 

Les· variables· qui contribuent le p~us à la construction du premier axe sont le 
poids de cabosse, le poids de cabosse vide et le diamètre de cabosse: l'axe 1 peut. 

être assimilé à l'axe des ·cabosses. L~axe 2 est constitué par le nombre de fèves par 
. cabosse, et la taille des fèves. L'axe 3 quant à 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 Criôllo. Globalement, .les Forastero Haut 
Amazoniens et les Forastero Bas Amazoniens sont regroupés d'une part et les 
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Criollo et les Trinité;lrio sont regroupés d'autre part (Figure 2). Sur le plan 2 

constitué par les axes 1 et 3, les regroupements sont du même type que ceux sur le 

plan ·1, ç'est à dire une séparation des Forastero des Criollo. 

Dans· cette étude ?ù certaines populations ont des effectifs faibles, la 

séparation des différents groupes ~st moins nette que l'étude de Engels {1985). 

Bien que moins efficaces que les marqueurs moléculaires, les marqueurs 

morphologiques restent tout de même un outil pr~cieux 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 toujours facile d'obtenir l'échantillon qu'~l faut pour estimer 

certains caractères. 

2-DIVERSITÉ RÉVÉLÉE PAR LES MARQUEURS RAPD 

A- MISES AU POINT MÉT!fODOLOGIQUES DE LA TECHNIQUE DE 

RAPD 

Plusieurs facteurs influencent la réussite de l'amplification génique in 

vitro de l' 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 fa qualité del' ADN_ sur tes produits d'amplification 

Un des problèmes rencontrés au cours des études RFLP sur le. cacaoyer est 

la qualité de l' ADN extrait des feuilles séchées ou fraîches. Les feuilles de càcaoyer 

comme' chez certaines plantes contiennent une quantité impqrtante de 

polyphénols et de polysaccharides qui ne sont pa~ complètement élim~nés lors 

des extractions. Pour obtenir de l' ADN propiée aux analyses RFLP, il faut une 

~tape finale de purification au chlorure de césium, aboutissant à 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 espèces, il ne semblerait pas nécessaire d'obtenir une très grande pureté 

del' ADN. Néanmoins nous avons testé le facteur qualité de l'ADN: 

· L' ADN matrice à partir duquel les réactions d'amplifications ont été 

réalisées a été extrait par deux méthodes. : 

-Méthode Dellaporta modifiée (voir annexe) 

-Méthode Dellaporta suivie d'une purification par ultracentrifugation en 

présence de Chlorure d~ césium. 

Trois clones (H1258, H1380, H1258 x H1380) et deux amorces (D02 et DOS) 

ont été utilisés avec plusieurs concentrations d' ADN. Nous n'avions pas observé 
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(.Ufférence entre les deux qu.alité d'ADf..J au niveau .:.te L:1 des bandes ou 
<'...î.{> n,.,,,~ t<t6 
.,L. ~ .... <.ai ; "'' 

Effot 

concentrations d' ADN dans 

rnéthodes. Unt~ prernière estimation a été avec un spectrophotomèt.re ou -un 

flnorimNre un a roalisé <1vec en témoin concentrations connues 

de H:u.it concentration.$ d' A.DN 

ée ont été 1.380 avec deux primers, D02. et 
~ . 
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'-· 
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' 
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réaction de 

Effet de quaUté et de. fa quantité d.e Taq polyn1êrase 
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entre Taq Promega 'et Taq Bohering~r a d.onné Jes rriêrru~s ts pour !es 

[}eux· concentrntlons ADN sur deux et S concentrations de 

polymérase ozit été tf,;stées'. 

p.l. 
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~. \ 
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Pho.h; 4a; Prnfilcm:np:!exe obtenu nvf:r .k primer D12 
sur qui:lques génotypes di: nv.:<.H;sycrn 

Photo 4b: PrnfH simple obtenu avec k: prhnex DOS 
su:r queh:p.ie:~ génotyJH~s de t::at:;.:wyers 
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concentrations de MgCl:z: 1,5 mM; -2.mM; 2,5 mM, 3 mM· avec une amorce· (D15) 

sur cinq clones: 

Avec 1,5 mM de MgCl2, certaines bandes étaient absentes chez certains 

clones et avec 3 mM de MgCl2, chez certaiils clones un important bruit de fond 

apparaissait. Aussi la concentration de MgCl2 a-t-elle été fixée à 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 à 50°C, et à 45 °C le nombre de produits 
d'amplification obtenus était considérablement réduit. De 40°C à 25°C de 

nombreux produits étaient amplifiés indiquant 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'amplifications ont été mises é}U point, les 
réa~tions ont été reproduites plusieurs fois afin de tester leur répétàbilité. 

Certainés amorces ont engendré des produits peu répétables. et ceci, 
indépendamment de l'importance, quantitative des bandes obtenues: des bandes 
mineures aûssi 'bien que ·des bandes majeures pouvaient s'avérer instables. Cette 

s_ituation n'était a-?paremment pas due· à un faible pourcentage en GC car toutes 

les amorces utilisées avaient un pourcentage en GC supérieur à 50 %. La 

concentration d'ADN adaptée aux amplifièations réalisées est de·2,5 ng pour un 

volume de réaction de 25' µl mais pour certains génotypes il a fallu doubler cette 

quantité. Il semble que même avec la p~ification réalisée au cours de l'extraction 
de l'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 pa_r contre ont généré de très nombreux fragments qui étaient à la 

limite du lisible ( photo 4 .). 

B- NATURE DES FRAGMENTS AMPLIFIÉS 

Plusieurs fragments amplifiés ont été isolés et hybridés sur l'ADN de 

cacaoyer digéré par plusieurs enzymes de ·restriction. Plusieurs types de profils 
d'hybridation ont été obtenus (photo 5): un ensemble de fragments RAPD utilisés 
comme sondes ont généré des profils d'hybridation à bandes nettes, sans bruit de 

fond. Lorsqµ'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 .à trois mais 

distinguables et dénombrables, les sondes étaient classés comme faiblement 

répétées. Un. certain nombre de sondes ont donné naissance à des signaux avec 

un important bruit de fond. Une même amorce pouvait générer aussi bien des 

fragments uniques que des fragments répétés. Au total, 12 p~oduits 

d'amplifications ont été considêrés comme uniques; 12 comme hautement 

· répétés et 12 comme faiblement répétés et quelques fragments sont restés 

indéterminés. 

C- FRÉQUENCE DES BANDES RAPD DANS LES POPULATIONS 

La taille des fragments amplifiés variait de 0,3 kb à 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 être considérées comme absentes si l'on considère que ces 

faibles fréquences peuvent être dues à dés problèmes de mauvaise Classification . 

Ainsi, les fragments LOS/0,7 et 0,9 peuvent être 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 ce1'taines bandes mais essentiellement 

négatif pour la majorité des bandes car de nombreuses différences ont été 

trouvées. 

FBA Criollo Trinitario 

FHA 15 16 18 

FBA 21 14 

Criollo 16 

Tableau 10 : Nombre de bandes RAPD -~yant des fréquences différentes entre 

populations (FHA= Forastero Haut Amazoniens, FBA= Forastero Bas 
1 

Amazoniens) 

· Les comparaisons faites entre les groupes pris deux à deux ont donné les 

résultats présentés dans le tableau 10 : Par ailleurs 23 bandes RAPD ont des 

fréquences qifférentes entre les populations Forastero et Criollo (tableau 9 et 

figure 3). Ces bandes sont répétées ou uniques. Parmi les 17 bandes de nature 

connue à fréquences différentes entre Forastero et Criollo, 13 bandes sont répétées 
\ ' 

et quatre sont uniques. Par contre parmi' les 26 bandes à 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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Tableau 9: Fréquence des bandes RAPD dans les populations et.comparai~ons de fréquences par 
le test du Chi-deux: HA= Forastero Ha\l't Amazonien: BA= Forastero Bas Ama·zonien: C=Criollo 
T = Trinitario ni:;= non significatif *·significatif à 0 ,05. ** significatif à 0 ,01. U ~ sonde unique, 
R=sonde répété{!, FR= sonde faiblement répétée, l= nature indéterminée. · . . · 
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· Phqto Sa: Profil d' hybridation d'une bande RAPD (r0PM17/0.6) 
correspondant à une séquence. unique amplifiée · 

Photo Sb: Profil d'hybridation d'une bande RAPD (r0PK13/0.4) 
correspondant à une séquence répétée amplifiée 



Photo Sc: Profil.d'hybridation d'une \lande RAPO (rOPOlS/0.8) 
correspondant à une séquence moyennement répétée amplifiée 
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D- QRGANISATION DE LA DIVERSITÉ GÉNÉTIQUE RtVÉLÉE PAR 

LESRAPD 

Analyse fact!lrielle des correspondances 

Seuls les 48 individus ayant des 'données comp.lètes ont participé à la 

·construction des axes factoriels (individus actifs). Les autres génotypes ont été 

représentés dans les différents plans en tp.nt qu'individus supplémentaires. Le 

plan 1 de l'AFC représente 24 % de la variabilité totale (Figure 4) . Il sépare 

distinctement les Forastero Bas Amazoniens, des Forastero Haut Amazoniens 

sur l'axe 1 ~t 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 p~obablement 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, CHUA049 et OC61 se distinguent par une 

position extrême. Au. sein des Foraste~o Bas Amazoniens, les génotypes 
· Nacional(n), ECNR (h), EET59(1), ERJOH(g) et SF23 se retrouvent parmi les 

For.astero Haut Amazoniens, et les Guyanais (e) se retrouvent entre 'les Fo;rastero 

Haut ~;mazoniens 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 d~vantage ·comme des T.iinitario sur le plan de AFC. Les 

groupes C~iollo, Forastero Haut Amazonï.ens, et FOrastero Bas Amazoniens 

presentent .sur iè· plan 1 le même de,gré de variabil~té alors que les Trfnitario 

semblent plus variables. 

Le plan 1 de Î'AFÇ réalisée à partir des données sur les bandes amplifiées. 

répétées constitue 38, % de la variabilité (Figure Sa). Une séparation des groupes 

Forastero et Criollo est obtenue sur l'axe 1. On observe par ailleurs une grande 

variabilité des deux groupes. Les Trinitario sur l'axe 1 se regroupent soit avec les . ' 
Forastero, soit avec les Criollo. Au niveau des séquences uniques amplifiées , une 

image différente de la variabilité es~ observée (Figure Sb). En effet sur le plan 1 de 

l'AFC représentant 33% de la variabilité, aucune distinction des groupes ne peut 

être mise en évidence. Les 12 séqttences, répétées amplifiés des RAPD ont ainsi 

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

Oassification des génotypes 

Classification sur tableau de distances 

La figure 6 représente le phénogramme obtenu à partir des indices de 

Czekanowski. A un niveau élevé de la classification on sépare trois groupes: un 
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Figure 4: Plan 1 (24%) de l'AFC sur les données RAPD 
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Figure 6: Phénogramme obtenu· au moyen des indices de CZEKANOWSKI sur les données RAPD 
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Figure7: Phénogramme obtenu au moyen des indices de ROGERS ET T ANIMOTO 
sur les données RAPD de 48 individus 
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formé essentiellement de Forastero Haut Amazoniens et de quelques génotypes 

<l'Équateur, de Guyane et du Brésil considérés comme Forastero Bas· Amazoniens, 

un autre groupe réunit les Forastero Bas Amazoniens et quelques Trinitario qui 

leur sont très proches et enfin un troisième groupe est composé de Criollo et de 

Trinitario. Trois génotypes (N38, IFC4 et ACT2-11) se distinguent par leur 
regroupement à l'écart des autres. 

' La figure 7 présente le phénogramme obtenu à partir des indices de Rogers 

et Tan:iinoto,. Les indices varient de 0,185 à 0,617, l'inertie totale est .donc plus 

étendue que celle obtenue par l,es distances de Czekanowski. Très tôt, il y a 

sèission entre les Forastero et les Criollo. Par la suite , ce sont les Forastero Haut et 

"!las Amazoniens· qui se séparentr donnant deux lignées distinctes. Les Trinitario 

ne constitu'ent 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 à 0.586 ·soit une amplitude de 0,219. A l'intérieur des Forastero 
Haut Amazoniens , les indices vont de 0.310 à 0.587 soit une étendue de 0,277 
alors· chez les Forastero Bas Amazoniens la variation est de 0.185 à 0.500 soit une 

étendue 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 phénogrammes montre une concordance dans les classifications .. Quels· 

que soiei:tt les indices utilisés, trois grands groupes sont obtenus. Les trois 

·génotypes, N38, IFC4, et ACT2-11 semblent particuliers. Parmi les Forastero Haut 
Amazoniens, on retrouve des génotypes classés comme Forastero Bas 
Amazoniens (N acional, EET59, SF23 etc.). La somme des indices de Czekanowski 

représenté par le phénogramme est inférieure à celle constitués des indices de 

Rogers et Tanimoto. Dan~ les deux situations, les Criollo semblent plus 

homogènes' que les Forastero Haut et Bas Amazoniens, mais il faut noter que les 

Criollo dans cette analyse sont sous r~présentés. 

Classification à partir des coordonnées des individus sur l.'AFC 

Les coordonnées des individus prises sur les sept premiers axes 
. ' 

représentant 58,39 % de l'inertie totale, ont été utilisées pour cette analyse. Ainsi, 

un nombre important d'individÙs ont pu être analysés et classés et une bonne 

représentativité des groupes a pu être 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 Vé~ézuela 

qui semblent très homogènes, 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 très vari~ble et une grande part de cette 
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variabilité a été apportée par des génotypes LCT-EEN. En effet,. on retrouve 

quelques génotypes de ce groupe parn:i les Forastero Bas Amazoniens. Les 

Forastero Bas Amazoniens semblent aussi variables et intègrent les génotypes 

guyanais. Les clones <l'Equateur classés comme· Forastero Bas· Amazoniens 

semblent plus proches des Forastero Haut Amazoniens. 

Comparaison des différents types de regroupements 

Il est à noter que· quel que soit le. typé de classification utilisé, trois groupes 

so~t obtenus: Criollo, Forastero Bas Amazoniens et Forastero Haut Amazoniens. 

Alors que le dendrogramme obtenu par les indices de Czekanowski distingue 

d'emblée les trois grandes populations, le phénogramme obtenu à ,l'aide des 

indices de Rogers et Tanimoto ainsi que celui basé sur les coordonnées de l'AFC 

mettent en évîdence l'origine commune des Forastero Haut et Bas Amazoniens 

f!.vant de les subdiviser en deux· groupes. Du fait de leur caractère hybride les 

Trinitario sont rarement mis en évidence en tant que groupe quel que soit le type 
.- . . .. 

de classification mais sont associés s·oit aux Forastero soit aux· Criollo. 

Contrairement aux classifications basées sur des indices de distances, la 
• classification à partir des coordonnées ~es axes factoriels est la plus conforme à la 

classification classique. En outre, elle permet d'intégrer dans l'analyse un nombre 

i,mportant d'individus.· 

3- COM~ ARAISON DE LA DIVERSITÉ RÉVÉLÉE PAR LES CARACTÈRES 

MORPHOLOGIQUES ET CELLE RÉVÉLÉE PAR LES RAPD 

La structure glo~ale de la diversité génétique révélée par les RAPD est 

différente de celle révélée par les marqueurs morphologiques. En effet, alors que 

'les marqueurs RAPD diScriminent les différents groupes de cacaoyers, les 

marqueurs morphologique ne discrimin~nt que deux groupes: Trinitario et 

Criollo d'une part et Forastero d'autre part, car au niveau des caractères 

morphologiques les Criollo sont sous représentés. Lorsque les séquences répétées 

RAPD sont considérées, alo~s davantage de similarités sont trouvées. En fait les 
' 

séquences répétées 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 à 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 groul?es mais cela es~ peut être du 

au nombre de marqueurs dans cette étude. 
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4- COMP ARAi SON RFLP/RAPD 

Les résùltats de cette comparaison sont décrits dans l'article à paraître dans 
Heredity: .. 
COMPARATIVE GENETIC DIVERSITY STUDIES OF THEOBROMA CACAO 

L USING ~FLP AND RAPD MARKERS par J .. A. K. N'goran, V; Laurent, A. M. 
Risterucci and C. Lanaud. 

Les principales conclusions auxquelles nolis avons abouti sont: 

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

- Ils ont_ permis d'identifier des groupes à partir des clones étudiés- Ils structurent 

l~s cacaoyers en Forastero Haut Amazoniens, Forastero Bas Amazoniens et 

Criollo. Ils révèlent 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 cal? probables de mauvaise 
1. ' 

classification : les Forastero Bas Amazoniens <l'Equateur sont s~it des hybrides , 

soit des Forastero Haut Amazoniens mais ne se classent pas parmi les Forastero 

Bas Amazoniens. 

-Bien que certains Trinitario soient difficiles à séparer des Criollo, nous avons mis 

en évidence un ensemble de génotypes Criollo suffisamment distinct des 

Trinitario. I\ 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 diversity of 106 genotypes of Theobroma cacao L. was assessed 

using RFLP and RAPD _methods. Thirty one cDNA probes and 19 primers 

gen.erated respectively 87 and 49 ,polymorphie bands that were s~bmitted to 

factorial and cluster analyses. Both RFLP and RAPD bands separated the. 

individuals into three distinctive gtoups. ,Sorne 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 sequènces 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 charactéristics and geographic dîstribution, 

Theobroma cacao L. has been subdivided into three main groups naµlely 

Forastero, Criollo and Trinitario. Forastero clones have originated in the 

~mazonian region of South America and possess green pods with 

. predominantly purple seeds. Most cultivated clones are Forastero which 

represent over 80 % of the world cocoà production. Forastero have peen further 

subdivided into Upper Amazon and. Lower Amazon due to _their geographic 

locations and to some distinctive characteristics (e.g. precocity and disease . ' 

resistance) .. Criollo were the firs~ domesticated coèoas and have originated in 

Central America and in the north of South America. They possess large white or 

ro~y beans that give a desirable. chocolate although they have poor agronomie 

~alue. Trini•tario are hybrids between Criollo and Forastero. The great variability 
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ofpods and seeds makes it difficult to distinguish cocoa groups. Mor.eover, 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 withir a pool. of 294 genotypes, they are 

affected by environmental effocts and are difficult to measure due to continuous 

variation. In 1987, Lanaud used six ~nzymatic systems representing 91oci 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 Ama;wn region, but the small number of enzyrnatic 'rnarkers 

av.ailable d.id n~t allow the fii:e discrimination of groups as described by 

Cheesrnan P944). The availability of new, abundant and neutral genetic rnarkers 

has allowed sorne progress in the distinction of groups. Laurent et al(1993a, 19931:>, 
' . 

in press) used three typ~s of RFLP probes to assess the genetic diversity of 203. 

genotypes. Ribosomal nuclear DNA probes distinguis~ed Criollo, American 

Trin~tario and Forastero. Mitochondrial probes revealed considerable variability 

among -Cri<?llo clones and cDNA probes .confirmed the original structuring into 

Forastero and Criollo. However, the RFLP technique is labour intensive and the 

use of radio-èlernents rnakes it diff~cult to extend its use to developing countries. 

RAPDs on the other hand are easier to develop and handle (Willi~ms. et al, 1990). 

and have proved to be valuable for a nuµiber of purposes. They have been used 

. for establishing genetic linkage rnaps (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). Althoùgh 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 ('~able 1) were 

us~d for RAPD analyses (101 common to both studies) . 

. 46 ' 



cDNA isolation 

cDNA probes were synthesized from fresh seed tissue using Pharmacia 

kits. They were ligated into pUC18 and used to transform strain DHSa of E: coli. 

Plasmids were isolated by minipreparation and inserts were amplified by PCR 

~nd extracted from low melting gels. 
Total DNA extraction and RFLP procedures 

Total DNA was extracted from dried leaves as described by ~aurent et al. 
(19.93a, 1993b). Five µg of total .DNA were digested with four restriction 

enzymès(E~oRI, X bal, EcoRV, HindIII) and transferred to a nylon membrane 

(hybond N+). Thirty one cDNA .Probes were labeled by random priming with 

32 PdCTP ·· and used . to probe blots corttaining digested total DNA. 

Pr~hybridizations and hybridizaJions were- performed overnight at 42°C in a 

solution containing 50% formamide 6xSSC1 5xDenhart, 0.5% SDS, 25 µg/ml 

herring sperrri DNA .. Autoràdiographs were exposed at -80°C for a week. · 

RAPD procedures · 

Each amplification was performed in a reaction volume of 25 µl containing 
lx Promega reaction buffer, 0.2 µM of'primer1 1.5 ·mM MgCl2

1 
200 µM of each of 

dNTPs,· 5 ng of total ONA and 1.5 unit .of Taq polymerase (Promega). Primers 

from Operon Technologies (Kits D, K, L, M, P, Q) previously screened in a 
' mapping project were used. Amplifications were carried out in a Techne PHC2 

thermocycler. After an initial denaturation step at 94°C for 5 min, 43 cycl~s of 1. 

min at 93°C, 50 sec at 36°C, 2 min~ at 72 ·°C were performed followed by a final 

·incubation phase of 10 min at 72 °C. Amplification products were then analyzed 

by electrophoresis in 1.4 % agarose gels r~n 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 the}r présence or absence: 
The nature of 39 polymorphie RAPD products was investigated by 

Southern analysis. Amplification product leftovers were allowed to migrate 

overnight in 1.2 % low-melting agarose g~ls. They were extracted frc:>m gels and 

hybridized to blots containing total DNA of five clones digested with five 

restriction enzymes(Bglll, EcoRI, Xbal, EcoRV, HindIII)as described in the RFLP 

procedures. 
Statistical analyses 
RAPD or RFLP data were scoreçl as 'presence or absence of bands in each 

ge1;wtype. A chi square test was used to compare the frequencies of RAPD. bands 
in populations. Data were then subjected to factorial analyses of correspondences 
(FAC). (Benzecri, 1973). Cluster analyses were perf.ormed on the coordinates of 
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factoriâl axes and phenograms were built by the average method (Ul_:>GMA). After 

investigation of RAPD bands, singlé copy and highly repeated sequences were 

analyzed separately. All statistical analyses were performed using ADDAD 

software (Addad, 1985). 

RESULTS 

A) cDNA analysis 

. Thirty ·one cDNA probes produced 87 polymorphie fragme~ts 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 f..mazon 
Forastero ... Forastero clones exhibit a wider r'ange of variability compared to 

Criollo clones. '.îrinitario clones cluster èither with Criollo or with Lower 

Amazon Farastero. In the Forastero group, the Scavina genotypes (a, b, c) known 

as good pare~ts in crosses ·ue outside the· pool of Upper Amazon clon·es. Wild 

French Guyana clones (e, ft some Ecuadorian clones (h, l) and some genotypes · 

from Brazil (g, k, m) 'are not included ~ithin the Lower Amazon Forastero group. 

CrioHo genotypes, except some (1,2,3) are concentrated in the lower right quarter 

of the plane. 

A phe~ogram based on coordinates of factorial analysis identified Upper 
Amazon Forastero, low.er Amazon Forastero and Criollo (data not shown). 

Trinitario clustered either with Lower Amazon Forastero or Criollo clones and a· 

small cluster comprises ~the Upper i\mazon Scavina genoi:ypes. 

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 

therefqre considered as single 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. Sorne 

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 polymorphie fragments. The size of bands 

ranges from 0.3 to 2 kb'. Sorne bands occur more often in some populations. A chi 

sql,lare test was performed on data for uniformity of band presence ,in the 
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populations (Table 2). Significant differences in frequendes were. revealed for 

some. ~ands 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 polymorphie RAPD products analysis 

The first plane of the FAC using ail polymorphie bands without any 

distinction of their nature represents 24.3 % of the total variability (Fig 2). The 

first axis discriminates Forastero into l!ppet Amazon and Lower Amazon, while 

the. second axis distinguishes Forastero from Criollo. Trinitario clones spread 
between Lower Amazon Forastero and Criollo. Most American Tririitario, 

probably with a strong Criollo background, cluster with Criollo a~d African 

Trînitario are characterized by a median position 'between Criollo anq Lower 

Amazon FÔrasfero. Sorne Ecuadorian clones {h,'n, 1), Guyana populations {e) and 

~orne Brazilian clones {g, k), usually classified as Lower Amazon Forastero, 

cluster hm.Ve~er with Upper Amazon Forastero. Sorne Forastero genotypes (5, 6, 

7, m) are characterized by a median po.sition between Criollo and ForasterÔ. 

Upper Amazon Scavina ·clones (a, b, c) are well integrated within their group · 
while the clone P2 '(4) is included ~n the Lower Amazon Forastero group. 

Forastero and Trinitario show a wider range of variability than Criollo. Cluster 

analysis as well as FAC distinguishes Upper Amazon Forastero, Lower Amazon 

Forastero anq Criollo but did not identify most Trinitario as a separate group. 

With the cluster analysis., Trinitarid clones group together either with Criollo or 

with Lower Amazon Forastero (data not shown). 

b) .Analysis of single copy \and r'epeated sequenées derived from RAPD 
· products The first plane of the FAC on the 12 single copy RAPD bands 

represents 33 % of the variability. Forasterq and Criollo could not be identified as 

separate groups {data not shown). Repeated sequences, on the other hand, 

structured the diversity better. The first plane, which accounts for 38.6 % of the 

total varia,bility, (Fig 3) ~istinguishes clearly Criollo and Forastero. No 

discrimination could however be made between Upper and Lower Amazon 

Forastero clones. Trinitario are mixe~ up either with Forastero or with Criollo. 

DISCUSSION AND CONCLUSION 

RAPD fragments are DNA sequences ampÜfied by a polymerase. îhey 

could cover the entire genome by revealing coding or non coding regions, 

repeated or single copy sequences. The nun:ber of repeated sequences is correlated 
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with the size of the genome (Vedel and Delseny, 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 

relativ~ly low percentage ot'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. Repeti_tive and single copy sequences do not 

reflect the same evolutionary processes. According to Delseny et al. (1988), 

repetitive sequences could evolve more rapidly thàn 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 sequenc.es analyzed, di(fereht 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. Amplified 

· repeated sequence probes on .the other hand gave the same results as 
• H ' 

morphological ·characters by separating Forastero from Criollo. Twelve repeated 

sequence probes· were enough to discriminate the two major groups as did 39 

morphologicé'\.l characters, c:DNA and rDNA probes. ·Those repeated sequence_s 
seem to be well disttibuted over the genon:ie and are different from rDNA which 

is. a specific repeated 'sequence. In cocoa, the analyses of cDNA, rDNA, · 
• 

morphological characters and disper~ed repeated RAPD sequences separated 

Criol'lo from Forastero and probably reflect ancient events that took place prior to 

the separatibn of Forastero into two subgroups. Forastero and Criollo genotypes 

might have fi.rst differentfated independently on each side of the Andean barrier 

as suggested by Cuatrecasas(l964). Later, mutational, transposi'tional and 

amplification events allpwed 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 o~her 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 th~ 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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Sorne genotypes are apparently misclassified by both ty'pes .of molecular 

markers: ECNR(h), EET59(1) and SF23(c!). 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 clone~ (Enriquez, 1992). From these analyses based on two 
' types pf molecular markers, strong evidence exists that those clones are more 

related to Upper Amazon or Trinitar.io clones. 

The cocoa clones from Brazil are shown by RAPD and RFLP / cDNA to be 

heterogeneous. Sorne 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 cÎones, on the 

plane of the factorial analysis spread in between Upper Amazon clones, to which 

they are close geographically, and Lower ~mazon Forastero. Sorne types behave 

like Trinitario and are located in between Forastero and Criollo. 

The observed diversity· within Brazilian wild germplasm is in acco,rdance 

with ~~e findings of Marcio et al: (1987) who collected plant material in the 

Rondonia al'ea: those clones fit into a complex of d~verse but genetically related 

clones. 

Although a rather global agreement exists between RFLP and RAPD 
' . 

teèhniques for cocoa diversity stùdies; .some particular results are obtained from 

each one. I~ the factorial analysis of cDNA. data, Scavi~a genotypes are somewhci.t 

isolated from the other members of the Upper Amazon group' whereas in the 

RAPD analysis they ~it well in the group. P32A (5) and IFC4 (7) appear distinct on 

RAPD analysis, but are quite integrated in their usual respective group of 

classl.fü:~ation in the cDNA analysis. These genotypes should be studied in more 
c;ietail. ' 

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 genotyRes lik~ those held in i.nternational genel!>anks. · 
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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 .. 

allèle 1 . 0.34 0.34 allèle 1 0.85 0.87 
. allèle 2 · 0.66 0.66 ~ allèle 2 0.15 0.13. 
Diversi,té• 0.45 0.45 Diversité· 0.26 0.23 

çTcCIR25 
. 

n=180 If=lOO cîcCIR42 n=164 ~ n=85 
allèle 1 0.04 0.05 allèle 1 0.81 0.80 
allèle 2 0.96 1 0.95 allèle 2 0.19 0.20 

Diversité 0.08 0.10 Diver$ité 0.31 0.32 
cTcCIR22 n=179 n=lOO cTcCIR26 n=164, n=s8 

allèle 1 ' 0.06 
' 

\ 0.06 ' allèle 1 0.72 0.71 
. allèle 2 

' 
0.94 . 0.94 allèle 2 0.28 0.29 

Diversité 0.11 0.11 Diversité 0.40 0.41 
cTcCCIR12 n=180 n=99 cTcCIR68 n=155 n=88. 

allèle 1 0.56 0.56 ' allèle 1 . 0.53 0.50 
allèle'2 0.44 .0.44 allèle 2 0.43 ' 0.45 

Diversité 0.49 0.49 allèle3 0.04 0.05 
cTcCIR2 n=176 n=96 Diversité 0.53 0.55 

allèle 1 0.50 . 0.47 cTcCIR39 n=158 n=85 
allèle 2 0.50 0.53 allèle 1 0.70 0.69 

· Diversité 
; 

0.50 0,50 allèle 2 0.28 0.28 
cTcCIR3 .. n=171 n=94 allèle3 0.02 0.03 

allèle 1 0.19 0.20 Diversité 0.43 0.44 
allèle 2 0.67 0.53 cTcCIR72 n=155 n=92 
allèle 3 0.14 0.27 allèle 1 0.73 0.69 

Diversité 0.53. 0:61 allèle 2 0.27 0.31 
cTcCIR29 n=172 n=97 Diversité 0.39 . 0.43 

allèle 1 0.88 0.87 cTcCIR28 n=160 n=87 
allèle 2 0.12 0.13 allèle 1 0.95 0.94 

Diversité 0.21 0.23 
~ 

allèle 2 0.05' 0.06 
cTcCIR21 n=170 n=88 

' 
Diversité 0.10 0.11 

, allèle 1 0.48 oA5 cTcCIR80 n=143 -n=80 .. 
allèle 2 

1 

0.55 0.52 allèle 1 0.13 0.14 . Divérsité 0.50 0.50 allèle 2 0.87 0.86 
1 . Diversité 0.23 0.24; 

Table~ti 11: Fréquence.s .alléliques et inçiices de diversité au sein des échantillons 
utilisés pour les, analyses RFLP (El) et pour lès analyses RAPD (E2) 
;,_=nombre de génotypes . 
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-
Fréquences alléliques 

LOCUS - E1(N=180) E2(N=102) 
.. Fréquepces alléliques 

LOCUS El(N=180) E2(N=102) 
-

cTcCIR6 n=149 n=77 cTcCIR5 n=137 n=71 ' -allèle 1 ·0.76 0.81 
. 

allèle 1 · . 0.92 0.96 .. 
allèle 2 0.24 0.19 allèle 2 0.08 0.04 

Diversité 0.36 0.31 Diversité 0.15 0.08 
cTcCIR30 n=170 n=90 cTcCIR35 n=155 n=87 · 

allèie 1 0.55 0.50 allèle 1 . 0.05 0.06 -allèle 2 0.42 0.44 allèle 2 0;95 0.94 
allèle 3 0.03 0.06 .Diversité 0.10 0.11 

Diversité 0.52 0.55 cTcCIR17 n=133 n=70 -
cTcCIR83 n=146 83.00 allèle 1 0.91 . 0:90 

allèle 1 0.54 0.57 allèle 2 0.09 
, 

0.10 
allèle 2 0.46 0.43 Diversité 0.16 0.18 -

Diversité 0.50 0.49 cTcCIR43 - n=124 n=61 
cTcCIR71 ri=146 n=83 allèle 1 0.33 0.35 

allèle 1 0.39 0.33 allèle 2 0.25 0.20. 
allèle 2 ., 0.51 0.60 
allèle 3 0.02 . 0.02 

allèle 3 0.42 
' 

0.45 
\ Diversité 0.76 0.64 . -

· allèle 4 0.08 ·a.os cTcCIR32 n=176 n=93 
Diver·sité o.s8· 0.53 allèle 1 0.31 0.32 -cTcCIRlS n=140 n=79 allèle.2 0.67 . 

0.65' 
allèle 1 0.12 0.16 
allèJe 2 0.88 0.84 

allèle 3, 0.00 0.01 ' . 
allèle 4 0.02 b.Of -

Diversité 0.21 ·a.27 . Diversité 0.47 0.47 
cTcCIR31 n=132 n=70 -allèle 1 0.45 0.52 ' . 
. allèle 2 ' 0.50 0.39" 

allèle 3 0.05 0.09 
Diversité globé\le · . 0,37 0,37 -

Diversité 0.57 0.57 . 

. ' 

Tableau 11 (fin) 
' . .... 
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5- PARAMÈTRES GÉNÉTIQUES DE LA DIVERSITÉ RÉVÉLÉE PAR LES 

RFLP 

A- DIVERSITÉ 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 à 180 d'un côté et de 61 à 100 à cause des 

donnéês 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 l'espèce. Si on s'accorde sur la 
définition d'un locus polymorphe en disant qu'il .s'agit d'un locus avec au moins 
deux allèles et dont l'allèle le plus rare a une fréquence supérieure ou égale à. 0,05, 

. alors le pourcentàge 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'allèles par ·locus est de· 2,30 

(S"E=0,12) et Je taux d'hétérozygotie ·moyen ou diversité de Nei. est de 0,37 
(S.È.=0,03: 0,157 avec isozyme). Le test global d'équilibre de Hardy Weinberg ainsi 
que le"test spécifique par locus montrent une déviation significative. Seuls 4 locus 
sur 27 sont .en équilibre au sein des cacaoyers a!lalysés. Ce déséquilibre peut être 

t. ' ' ! 

attribué à plusieurs causes dont .les types de croisements en cours au sein de la 

population ·et la. subdivision en ~sous .populations, mais aussi la sélection ou la 

mi~ratioI_l .. 

B- DIVERSITÉ $ELON LES ORIGINES GÉOGRAPHIQUÈS 

Le tableau 12 ,donne les valeurs par locus des fréquences alléliques, de la 
diversité de Nei et du taux d'hétérozygotie ~bservée dans chaque groupe 
génétique. Au sein des Criollo, deux allèles sont fixés: l'allèle. 1 de cTcCIR33 et 

t 

allèle 2 de cTcCIR22 alors. qu'aucun ne l'est au sein des Forastero. Certains allèles 

ont des fréquences faibles dans les. deux populations. Dix neuf % des allèles au 

sein des Forastero ·et 22' % au sein des Criollo ont une fréquence inférieure o': 

égale à 0,1. D'autres allèles sont pr~sents ,dans une population et pas dans ·l'autre. 
· . Cependant cette situation .n'est pas fréquente et les allèles spéçifiques des deux 

groùpes sont peu nombreux: 4 allèles peuvent être considérés comme spécifiques 
aux Criollo: .ce sont l'allèle 1 de cTcCIR9, l'allèle 2 de cT~CIR42, l'allèle 2 de 
cTcCIRS et l'allèle 3 de cTcCIR68 et trois sont spécifiques aux Forastero: l'allèle 1 
de cTcCIR22, rallèle 1 de cTcCIR3 et l'allèle 2 de cTcCIR33. Le nombre moyen 
d'allèles par locus et par population, le pourcentage de locus polymorphes, la 
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Locus Forastero · Criollo Locus Forastero 
cTcCIR9 N=71 N=40 cTcCJR30 , N=66 

allèle 1 0.06 0.57 allèle 1 · 0.61 
allèle 2 0.94 0.43 allèle 2 0.33 

H 0.11 0.50 
. ' allèle 3 0.06 

. Ho 0.00 0.00 H 0.52 
cTcCIR25 N=72 N=40 Ho 0.,32 

allèle 1 0.06 0.03 cTcCIR33 N=57 
•. 

allèle 2 0.94 0.97 allèle 1 0.75 
. H 0.11 . 0.05 .. allèle 2 .. o.25 

Ho 0.08 . 0.05 H 0.37 
cTCCIR22 N=71 N=40 

, 
Ho 0.18 .. 

allèle 1 0.13 0.00 
; allèle 2 0.87 J.00 cTcCIR42 N=65 

H 0.22 1 0.00 allèle 1 0.90 .. 
Ho 0.09 0.00 allèle 2 0.09 

cT.cCIR12 . N=72 N=40 · allèle 3 0.01 1 

allèle 1 0.62 0.50 ·H 0.18 
allèle 2 0.38 0.50. Ho 0.08 

H 0.48 0.51 cTcCIR26 · N=65 
Ho 0.26 0.45 allèle 1 0.89 

cTcCIR2 N=71 N=38 allèle 2 0.11 . .. 
allèle.1 0.63 0.38 H 0.19 
allèle 2 0.37 0.62 Ho 0.12 

H 0.47 0.48 cTcCIR68 N=57 
Ho 0.34 0.55 allèle 1 0.79 

cTcCIR3 N=70 N=35 allèle 2 0.21 
allèle 1 0.34 0.06 allèle 3 0.00 
allèle 2 0.54 0.57 hl 0.33 
allèle 3 0.12 0.37 Ho 0.32 

H 0.58 0.54 cTcCIR39 N=64 
Ho 0.29 0.17 allèle 1 

. 
0.47 

cTcCIR29 N=68 N=39· allèle 2 0.48 
allèle 1 0.79 0.94 allèle 3 0.05 
allèle 2 · 0.21 0.06 H. 0.56 

H 0.34 0.12 1 

' Ho . 0.16 . Ho 0.25 0.13 cîcCIR72 ·N=63 
cTcCIR21 N=70 N=35 . allèle 1 0.78 

allèle 1 0.48 0.66 allèle 2 0.22 
allèle 2 0.22 0.34 H 0.35 . ' H 0.50 0.46 Ho 0.22 

. Ho 0.30 0.34 

• 
.. Tableau 12: Fréquences allélliques et indices de diversité p9-r locus 

au sein des popµlations Forastero et.Criollo. 
H= Divérsité de Nei Ho= Hétérozygotie observée 
N =nombre de génotypes · 
E.S: erreur standard 

. 1 

·-
Criollo 
N=40 -. 0.41 
0.59 

' 0:00 -
0.49' 
0.58 -N=40 
1.00 ' . 

. 0.00 . ·-1 0.00 
. . 

. 0.00 
. CR ·. -.. 

.N=35 
. 0.67 

0:33 -
0.00 . 
0.45 ' -0.20 

N=36 
0.47 -
0.53 
0.51 
0.56 -

N=36 
0.22 -0.67 
0.J.1 

, 0.50 -0.19 
N=31 
0.84 -
0.16 
0.00 . 
.0.28 -
0.19 

N=37 -0.70 . 0.30 
0.42 -' 0:32 

-
' . 

·- -
-· 
-.. 
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Locus Forastero Criollo 
cTcCIR28 N=63 N=36 

allèle 1 0.96 0.90 
allèle 2 0.04 0.10 

H 0.08 0.18 
Ho 0.05 0.14 

· cTcCIR80 N=61 N=26 
allèle 1 0.20 0.10 

• allèle 2 •0.80 0.90 
' . H 0.32 0.18 

Ho 0.16 0.12 
cTcCIR35 .. N=59 N=36' · 

allèle 1 
~ 

0.07 0.04 
allèle 2 ·Q.93 0.96. 

~ H 0.13 0.08 
Ho · 0.07 .. 0.03 

cTcCIR6 N=54 N=36 
allèle 1 0.44 0.94 
allèle 2 ' 0.56 0.06 

H 0.50 0.11 
·Ho, 0.26 . 

' 
0.06 

cTcCIR83 N=59 N=36 
allèle 1 • 0.70 0.38 
allèle 2 0.30 0.62 

0.42 0.48 
Diversité 0.25 0.31 

.cTcCIR71. N=54 N=34 
allèle 1 0.37 0.53 
allèle 2 . 0.44 0.41 
allèle 3 0.01 ~ 0.04 
allèle 4 0.18 0,02 

H 0.64 0.56 
Ho 0.26 '0.38 

cTcCIR.15 N=52 N=36 
allèle 1 0.26 0.05 
allèle 2 0.74 0.94 
allèle 3 0.00 0.01 

H 0.39 0.11. 
Ho 0.10 0.11 

Tableau 12(fin) 

. . 

LOCU$ Forastero Criollo 
cTcCIR31 N=52 N=34 

allèle 1 0.39 -0.35 
allèle 2 0.51 0.60 
allèle 3 0.10 0.05 

H 0.58 0.52 . 
Ho 0.14 0.41 

cTcCIR5 N=42 N=37 
allèle 1 0.87 0.95 

.. 

allèle 2 0.13 0.05 
H 1 0.23 0.10 

l:f o 0.26 0.11 : 
cTcCIR17 N=45 N=33 

allèle 1 0.99 0.77 
allèle 2 ·0.01 0.23 

H 0.02 0.36. .. 
Ho 0.02 0.15 

cTcCIR43 N=45 N=29 
allèle 1 0.03 0.69 . 
allèle 2 · 0.38 0.17 

. allèle 3 0.59 0.14 
H 0.52 0.48 

Ho 0.07 0.48 
cTcCIR32 N=71 , N~39 

allèle 1 · 0.15 0.55 . 
~ • allèle 2 0.84 0.45 

allèle 3 0.01 ' 0.00 
H 0.27 0.50 

Ho 0.24 0.69 

H globale 0.35 0.33 
E.S. 0.03 0.04 
Ho globale 0.18 0.25. 
.E.S. 0.02 0.04 



-. 
-

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 
cTcCIR~ 0.51 0.68 0.1 -cTcCIR29 0.26 -0.95 0.7 
cTcCIR21 0.4 0.25 0.5 
cTcCIR30 0.39 -0.17 0.09 .. 
cTcCIR33 0.53 

\ 
0.2. 

cTcCIR42 0.58 0.56 "0.15 
cTcCIR26 0.37 -0.1 0.36 -cTcCIR68 0.06 '0.61 0.4 
cTcCIR39 0.72 0.3 0.19 
cTcCIR72 0.36 0.24 ' 0 -cTcCIR28 0.38 0.22 0.01 
cTcCIR80 . 0.49 0.35 0.01 
cTcCIR35 0.47 0.66 -0.01 -cTcCIR6 0.48 0.48 0.41 

' cTcÇIR83 0.4. 0.036 0.18 
cTcCIR71 0.6 0.31 0.02 ·-cTcCIR15 0.75 -0.03 0.12 
cTcCIR31 o. 77. 0~21 0 ... 

cTcCIR5 -0.14 . -0.04 0.02 -
cTcCIR17 . à 0 .. 58 0.2 
cTcCIR43 , 0.87 0 0.39 
cTcCIR32 0.1 -0.39 0.31. -.. 
moyènne ·o.48 .0.25 0.18 
.écart type 0.05 0.08 0.04 
l.C. à 95% 0,39-0,57 0,09-0,41 0, 12·0,25 -
Tableau 13 Valeurs des paramètres F au sein des Forastero 

et des Criollo -
l.C== Intervalle de confiance .. 

-
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diversité de Nei ains~ que les Fis sont don11és dans le tableau 13. ~es deux. groupes 
génétiques ne sont pas ~rès différents au niveau de la richesse allélique car un . 
seul allèle est absent 9u sein des Forastero et cinq au sein des Criollo par rapport à 

la population non subdivisée qui compte 64 allèl~s . De même, au niveau de la 
diversit.é de Neî, les deux aires géographiques représentées par les deux 

populations' Forastero et ç:riollo sont co~parables. Le test d'équilibre de Hardy 

Weinberg indique un déséquilibre ~e liaison pour la majorité des locus . En effet, 
18 locus sur 26 observés, présentent un déséquilibre au sein de. la· population. 

Forastero et 10 locus Sl:lr 25 au seln des, Criollo. Le test de différenciatibn par 
· . comparaison simultanée des populations deux à deux, indiqu,e une différence 

significative entre les deux origines génétiques. En effet 16 locus sur 27 présentent 

une différenciation de type géographique. Les trois types d'i11-dice 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'allèles·. par 2,33 (0,11) 2,19 (0,12) 

locus (E.S.) 

*% locus polymorphes 92,59 85,19 

Diversité, H (E.S.) 0,35(0,03) 0,33 (0,04) 

Heterozygotie observée 0,18(0,02) 0,25(0,04) 

Fis 0,48( s=0,04) 0,25(s=0,08) 

l.C. Fis . 0,39-0,57 0,09-0,41 

{ff, 0,76 0,94 

.. 
Tableau 14: · Valeurs moyennes des paramètres gér,Létiques des Forastero et des 

C:riollo: H=:. Di".ersité de Nei, I.C.= Intervalle df{ confiance, teq= taux d'al,logamie 
estimée à l'équilibre de H.W., E.S= erreur standard, s= écart type. 
~ Polymorphismè. qui ne tient pas compte des locus non polymorphes sur les . 

• · génotypes ayant servi au tri .des couples e~yme -sonde . 

Les valeurs de Fis par locus des Forastero varie de -0,14 à 1 avec une 
1 

moyenne de 0,48. Pour la population. Criollo, Fis varie de -0,39 à 1 avec une 
moyenn~ dè 0,25. Les valeurs moyennes fortes de Fis sont observées au niveau 
~es deux p'opulation~ 'indiquant une forte structuration intrapopulation. Les 

. . 
valeurs de Fst. entre les deux popula.tions varient de 0,00 à 0,51 avec une moyenne 
de 0,18. L'intervalle de ·confiance à 95% du Pst obtenu par re'éch.antillonage 
(bootstrap) sur les locùs varie de, 0,11 à 0,25 et ne contient pas la vàleur 0 
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Locus HA BA CR TR 
cTcCIR9 N=37" N=34 - N=40 N=59 

allèle 1 0.05 0.06 0.58 0.'51 
allèle 2 0.95 OH4 0.42 ... Q,49 

Diversité 0.10 0.11 0.49 - 0.50 
cTc:CIR25 .N=37-. N=35 

,, 
N=40 N.=59 

allèle'l 0.09 0.01 0.03 Q.03 
allèle 2 0.91 0.99 0.97 0.97 . " 

Diversité 0.16 0.03 0.06 ' 0.05 
cTcCIR22 N=36 N=35 N=40 ·N=59 

· allèle 1 0.14 0.11 0.00 0.01 
allèle 2 0.86 0.89 1.00 'ü.99 

Diversité 0.24 0.19 0.00 0.02 
cTcCCIR12 N=37 N=35 N=40 N=59 

allèle·l 0.41 0.84 0.50 0.59 
allèle 2 0.59 0.16 0.50 . 0.41 

Diversité 0.49. 0.26 0.51 0.48 
cTcCIR2 N=37 N=34 N=38 N=58 

allèle 1 0.57 . 0.71 0.38 0.49 
allèle 2 0.43 0.29 0.62 0.51 .. 

Diversité 0.49 0.42 . 0.48 0:50 
cTcCIR3 N=38 N=32 N=35 N=57 

allèle 1 0.55 0.09 0.06 0.03 
allèle 2 0.26 0.88 . 0.57 0.94 
allèle 3 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 

allèle 1 0.63 ' G.94 0:94 0.95 
allèle 2 · .Q.37 0.06 0;06 0.05 

Diversité 0.47 Q.11 0.12 0.10 
cTcCIR21 N=36 N=34 N=35 N=57 

allèle 1 0.62 . 0.32 0.66 0.37 
0.38 

1 ' o'.63 · allèle 2 0.68 0.34 
Diversité. 0.47 0.44 0.46 0.47 

cTcCIR30 N=33 N=33 N=40 N=56 
' allèle 1 0.45 0.77 0.41 0.60 

allèle 2 0.50 0.15 0.59 0.38 ~ 

allèle 3 a.os·· 0.08 .. 0.00 . 0.02· 
Diversité 0.55 0.38 0.49 0.'50 

cTcCIR33 N=.29 N=28 N=40 ... Nc:::58 
allèle 1 0.55 0.96 1.00 -· 0.95 .. 
allèle 2 . 0.45 . 0:04 0.00 0..05 

.. Diversité 0.50 0.07 0.00 0.10 

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= nombr~ de génotypes 
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-· 
- Locus HA BA CR TR 

cTcCIR42 N=33 N=32 N=35 N=55 - allèle 1 0.94 0.86 0.67 0.76 
allèle 2 0.05 0.14 0.33 0.24 
allèle 3 0.01 0.00 0.00 0.00 - Diversité 0.12 0.25 0.45 0.36 

cTcCIR26 N=35 N=30 N=36 N=55 
allèle 1 - 0.84 0.95 0.47 0.65 
allèle 2 0.16 0.05 0.53 0.35 

Diversité 0.27 0.10 ·o.5o 0.46 

·- cTcCIR68 29.00 28.00 35.00 54.00 
allèle 1 0.79 0.78 0.22 0.47 
allèle 2 0.21 0.72 0.68 0.47 
allèle3 0.00 0.00 0.11 0.06 

Diversité '0.33 0.34 0.48 0.56-
cTcCIR39 N=33· N=31 N=31 .N=55 - allèle 1 0.17 0.79 0.84 0.90 

allèle 2 0.77 0.16 ·0.16 0.09 

- .. allèle3 o.m>· 0.05 0.00 0.01 
~ 

Divëfsité 0.38 0.35 0.27 0.18 
cTcèIR72· · N=32 N=31 N=37 N=47 - ' allèle 1 0.73 0.82 0.70 0.72 

~ allèle2 ·· 0.27 0~18 0.30 0.28 
. ' Diversité . 0.39 0.30 0.42 0.42 

cTcCIR28 
' 

N=33 N=30 N=36 N=53 
allèle 1 0.94 0.98 0.90 0.95 
allèle 2 0.06 0.02 0.10 0.05 . - . Diversité 0.11 -0.03 0.18 0.10 

cTcCIR80 N=29 N=32 N=26 N=53 
1 allèle 1 0.36 0.05 0.10 0.07 .. 

allèlé 2 0.64 0.95 0.90 o.93 
Diver~ité 0.47 0.09 0.18 0.13 

"" cTcCIR35 N=3i N=32 N=36 N=52 . 
allèle l 0.13 0.00 0.04 '0.03 
allèle 2 0.87 

"" 
1.00 0.96 0.97 

Diversité .0.22 o:oo 0.08 0.06 
cTcCIR6 . N=29 · N=25 N=36 N=53 - allèle 1 0.34 0.56 0.94 0.94 

allèle 2 0.66 . 0.44 0.06 0.06 
' Diversité 0.46 0.50 0.11 0.11 . 

cTcCIR83 N=27 N=32 N=36 N=45 
allèle 1 0.57 0.81 0.38 0.51 
allèle 2 0.43 0.19 0.62 0.49 

Diversité 0.50 0.31 0.47 0.51 . 

Tableau 16 (suite) 
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-
-Locus HA. BA CR 'TR 

cTcCIR71 N=31 N=23 N=34 N=52 
' allèle 1 0.50 0.20 0.54 0.3~ -allèle 2 0.18 ; Q.80 0.41 0.62 

allèle 3 '0.02 0.00 0,04 0.01 
·allèle 4 0.30 0.00 .0.01 0.04 . -

Diversité 0.63 0.32 0.54 '0.51 
cTcCIR15 N=22 N=30 ·N=36 N::::44 -allèle 1 0.45 ' 0.12 0:04 0.02. 

allèle 2 0.55 0.88 0.95 0:93 . 
. allèle 3 0.00 ' 0.00. 0.01 0.00 -' 0.04 Diversité 0.51 0.21 0.10 

cTcCIR31 N=24 N=28 N=34 N=40 ' . 
- allèle 1 o.1s.· . 0.61 ·0:35. • 0.64 .. -

allèle 2 0.73 0.32 0.60 0!34 
allèle 3 0.12 ' 0.07 0.05 ... 0,02 

Diversité 0.43 0.53 Q.52' 0.4& -
cTcCIR5 N=15. N=27 N=37 N,,;;53 

.. allèle·1 0.73 0.94 0.95 0.98 
allèle 2 0.27 0.06 0.05 0.02 . ·. 

Diversité · 0.39 0.11 0.10 ' 0.04. 
cTcCIR17 N=15 N=22. N=33 .N=53 -allèle 1 1.00 0.98 0.77 0.92 . 

.0.23' allèle 2 0.00 0.02 0.08 
Diversité 0.00 0.04 0.35 0.14 

cTcCIR43 N=26 N=19 N=29 N:54 
allèle.1 0.02 0.05 0.69 0.42 
allèle 2 0.50 0.21 0.17 . 0.18 -
allèle 3 0.48. 0.74 0.14 0.40 

Diversité 0.52 0.42 0.48 0.64 -cTcCIR32 N=37 N=34 N=39 N=57 
allèle 1 0.14 0.16 0.62 0.32 . . 
allèle 2 0.84 0.75 0.38 Oii8 .-
allèle 3 0.02 0.09 0.00 0.00 

Diversité 0.27 0.40 0.47 0.44 
Diversité moyenne 0.38 0.24 ·o.33 0.30 -
Erreur 0.03. 0.03 0.04 0.04 

-Tableau 16 (fin) 
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indiquant un~ différenciation spatiale importante des deux populations de 

cacàoyers. Les d\stances génétiques.de Nei et de Rogers observée entre les deux 

populations sont de 0,13 et 0,29 . 

C-·DIVERSITÉ S~LON LES GROUPES MORPHOGÉOGRAPHIQUES. 
~ . 

. Les ca,ractér~stiques de chaq~e population sont données dans le tablea_u 15 et 

les informations par locus sont· donnéés dans le tableau 16 ,,Le nombre d'allèles 

obs.ervés par locus v_arie peu d'un groupe. à l'~utre. En effet, ces ,valeurs ne sont 

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

Haut Amazoniens dont la diversité correspond à celle observée dans la 

popu~ation non subdivisée. 

. . 
' HA BA. CR TR 

N moyen d' alièles par 2,3 (0,12) 2,15 (0,09) 2,19 (0,12) 2,3 (0,1.0) . 

locus . 
% locus polymorphes 96,30 ' 77,78 85,19 . 77,78 

·Diversité,H (ES) 0,38 (0,03) 0,24 (0,03) 0,33 (0,04) 0,30 (0,04) 

Hmin-Hmax 0,1-0,63 . 0,029-0,5 0-0,55 . 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 

l.C. de Fis 0,26-0,51 0,33-0,58 0,09-0,41 -0,16-0,16 

l:e<:i 0,85 0,79 0,94 1 

Tableau 15: Valeurs moyennes des para·mètres génétiques des Forastero Haut 

Amazoniens(HA), des Forastero Bas Amazoniens(BA), des Trinitario(TR) et des . . 
Criollo: H=Diversité de ·Nei, l.C.= Intervalle de confiance, teq= taux d'allog.amie 

estimée à . l'équilibre de H.W., E.5= erreur standa.rd, s= écart type.* 

Polymorphisme qui n~ tient pas compte .des locus non polymorphes sur les 

gé:i:iotypes ayant servi au tri des couples· enzyme -sonde. 
. ' 

J;.,es Forastero Bas Amazoniens ont la plus faible diversité. Celle des 

Trinitario est comparable à celle des Criollo. Très peu de locus peuvérlt être dits 

spécifiques.d'u~ groupe ~onné. L'allèle 1 du locùs cTcCIR9 a une fréquence assez 

importante çhez les Crfollo et les Trinitario a.lors qu'il est presque inexistant chez 

les ·Haut et Foras.tero Bas Amazoniens: L'allèle 1 du lqcus cTcCIR3 , l'allèle 2 du . 
locus cTcCIR:>3 et l'~llèle 4 .du locus cTcC.IR7~ se rencontrent pl~s fréq4emment 

au sein des Forastero Hiiut Amazoniens: ils ont de faibles fréquences dans les . ' 
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. -

HA BA CR 

Comparaisons* 15 - - ' -
Fst 0,20(s=0,04) - - -BA I. C. à 95% de Fst 0,13-0,26 - -
Distance de Nei 0,13 - - -
Distance MRD 0,29 - - . ' 
Comparaisons* 22 19. - • . ·-
Fst 0,23(s=0,04) 0,24(s=0,03) -

' -CR I. C. à 95% de Fst 0,15-0,31 Ot17-0,29 -
Distance de Nei 0,19 0,14 - -' 

Distance MRD 0,34 1 
' 

0,31 -
... 

Comparaisons* 20 15 11 . 
Fst 0,23(s=0,05) 0,11 (s=0,03) 0 ,06(s=O ,02) .. 

TR I. C. à 95% de Fst 0,15-0,32 0,061-0,1'6· 0,03-0,09. 

Distance de Nei 0,17 ' 0,052 0,035 -
1 

Distance MRD 0,33 0,19 0,15 

. . 
Tableau 17: Récapitulatif des comparais<;ms des· quatre popula~ons prises deu~ . 
à de~x(I.C. Intervalle de confia~ce,·s= écart type, *=significatif à 5. %.)., . 

'. 

. .. 

' .. 
.. 
.. 



.. 

... 

Locus Fis-HA Fis-BA Fis-CR Fis-TR 
cTcCIR9 1- 0.94 1 0.95 

cTcCIR25 0.22 0 -0.01 -0.03 
cTcCIR22 0:54 O.é8 -0.02 

·• cTcCIR12 0.45 0.03 0.11 -0.19 
cTcCIR2 0.02 0.56 -0.16 -0.35 
cTcC.IR3 0.3 ··o.44 . 0.68 0.2 

• 
cTcCIR29 0.19 -0.05 -0.05 0.26 
cTcCIR21 0.36 0.32 0.25 -0.19 

• cTcCIR30 0.23 0.43 -0.17 -0.4 
cTl'CIR33 0.32 0.89 -0.06 

'
4 cTcCIR42 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 

.. cT,ÇCIR39 0.44 0.7 0.3 0.44 
cTcCIR72 . 0.45 0.2 0.24 -0.05 
cTcCIR28 0.48 -0.007 0.22 -0.06 

, .. cTcCIR80 · 0.49 -0.03 0.35 -0.07 
cTcCIR35 0.44 0 0.66 -0.04 
cTcCIR6 0.1 0.82 0.48 0.23 

,, cTcCIR83 0.33 0.38 '0.036 0.25 
cTcCIR71 0.34 0.84 0.31 0.03 
cTcCIR15 1 0.22 -0.03 -0.02 .. 

"cTcCIR31 0.72 0.72 0.21 -0.41 
cTcCIR5- ..:o.33 -0.04 -0.04 -0.03 
cTcCIR17 ·û o.58· 0.62 • ,. . 

cTcCIR43 e.93 0.75 0 :..0.02 
cT&IR32 .. 0.28 ';'0.18. -lJ.39 -0.4 

• ~oyenne 0.38 0.46 0.25 ·-0.01 
écart type 0.06 .. 0.07 ' 0.08 0.09 

I.C. 0,2·6.:o,5 0,33-0,58 0,09~0,41 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= T;rinitario CR= Criollo l.C= Int~rvalle de confiance 
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autres groupes. L'allèle 2 du locus cTcCIR6 ne se rencontre pratiqueqient que chez 
les Forastero. Haut et )es Forastero Bas Amazoniens. Des allèles rares se· 

\ . 
. rencontrent dans toutes les populations et certains sont fixés ou sont en voie de 

fixation. Cinq locus sont fixés chez les Forastero Bas Amazoniêns et les Criollo 
contre seulement un chez les Trinitario et un chez les Forastero Haut 
Amazoniens. Le test de Hardy 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 à deux (162 comparaisons) au niveau des 
fréquences alléliques sont présentés dans le tableau récapitulatif (Tableau 17) où 

sont consignés les nombres de différences significatives entre groupes pris deux à 

deux. Ces· résultats indiquent que les Trinitario sont très proches des Criollo 
tandis que les Forastero Haut Amazoniens sont pl~s proches des ~orastero Bas 
Amazoniens. 

Les différents indices de fixation par locus et par population sont donnés 
dans le tableau 18. Les valeurs de Fis p~r population sont de 0,38 pour les 
Forastero Hau~ Amazoniens, ~e 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 à 0,24 (tableau 19) lorsque les popwations sont comparées deux à 

deux. Aucun.intervalle de confiance de Fst (tableau 19 ) ne contient" la valeur 0 
indiquant. eiue les vale;ir~ de Fst sont significatives. Cependant, la valeut du Fst 
entre CriollQ et Trinitario est très faible indiquant peu de différenciation entre ces 
deÙx group~s, co~~e l'indiquent ~par ~illeurs les distai:tces génétiques. Par contre, 

de fortes valettrs de ~St .sont· obtenues pou:r. to~tes les autres com~araison~. Qµelle 
que soit la méthode de. comparaison utilisée (tableau 17 ), les Trinitario sont · 

proches des Criollo mais aussi des Forastero Bas Amazoniens. Ces derniers sont 
. . 

proc~es des Forastero Haut Amazoniens mais en sont suffisamment éloignés 
pour préseriter une différenciation importante comme l'indique la va.leur de Fst. . ' . 
i;es groupes les plus éloignés sont les Forastero Haut Amazoni~ns et les Criollo. 
Les.relations èntre les différents grqupes sont décrites dans le dendrogrammes de 

' . 
la figure 10. 

·III- DISCUSSION 

A- DIVERSITÉ RÉVÉLÉE PAR LES RAPD 

Contrairement aux cDNA et rDNA qui correspondent à des séquences 
particulière,s du génome, les fragments obtenus par l'amplification aléatoire de 
l'ADN· ne sont pas spécifiques d'une région donnée du g~nome. L'amplification 
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étant aléatoire, c'est un échantillonage aléatoire des séquences du génome qui est 

réalisé. Ces séquences peuvent être. uniques ou répétées et peuvent correspondre 

à des régions codantes ·.ou non co~antes du génome. Lc:;s séquences uniques du' 
génomes ont servi à 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 à 

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 

génome qui sont utiles à 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 génome et ces marqueurs apparai.ssent donc intéressants pour 
avoir une imqge globale du génome qui comprend des séquences uniques et des 

séquences répétées. Sur le cacaoyer, espèce à petit génome, davantage de 
séquences répétées ont été amplifiées que çle séquences uniques. Ce phénomène 

pourrait être c;iu à la technique d'amplification qui serait alors sélective. La banque 

génomique Pst!, construite au labo~atoire Agetrop à partir de feuilles adultes a 
révélé. un faible taux de séquences répétées (Laurent, corn. pers),· cependant il faut 
aussi noter que Pstl est une enzyme sensible à la méthylation et de ce fait enrichit 
considérabl~ment les ba~ques génomiques en séquences uniques. . . . 

. Une .prop~rtion élevée d~ bandes amplifiées ont les mêmes fréquences 
entre Fora~tero 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 différentes entre 
Forastero et Criollo. sont des séquences répétées. L'analyse de ces séquences 
répé~ées a permis d'emblée de différencier les Criollo des Forastero. Chez le 
cacaoyer, la mise en place de séquence~ répétées a probablement contribué à 

différencier les types Forastero et Criollo: Les séquences répétées du génome sont 

connues pour se mettre en place de. manière postérieure aux séquence~ uniques et 

contribuent à des différenciations interspécifiques (Flavell et al. 1974, Delseny et 
. . 

al., 1988). Les résultats· obtenus telldent .à conforter l'hypothèse 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 répétéès dispersées jusqµ'alors difficilement 

observables . 
Au niveau de l' 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'à présent sur le cacaoyer à partir des différents outils de l'étude de 

la diversité. Les Forastero Haut Amazoniens sont les plus variables de tous et ceci 
correspond à ce qui .a été observé. aussi bién 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 l' autoincompatibilité des génotypes 

I:orastero Haut Amazoniens, un brassage perpétuel est réalisé qui contribue ainsi 

. à la création de nouvelles combinaisons <i'allèles favorables au maintien ou 

même à l'élargissement de la variabilité. Un regroupement de certains génotypes 

en 'provenance •<l'Equateur et du Brésil, répertoriés comme F~rastero Bas 

Amazortiens. avec les Forastero Haut Amazoniens a été obtenu et. n'est pas 
fortuit. Le Brésil partage sur sa côte Ouest, de& fro'ntières avec l'Equateur et le 

• . 1 

Pérou où. lës prospections de Pound ont eu li:eu et qui ont révélé une grande 

di~ersité des Forastero Haut Amqzoniens et·la présence de nombreux Trinitario. 

Il semble pPobable qu'au niveau de ces frontières se trouve une zone hybride au 

sein de laquelle se rencontrent plusieurs formes. En effet, les génotypes brésiliens 

prospectés le long des frontières avec l'Equateur et le Pérou (Abud Fonseca, corn. · 
pers.) contiennent selon nos résultats, des formes proches des Forastero Haut 
Amazoniens (cas de Erjoh5 et Erjoh6) 'des formes· Trinitario (Erjohl) mais aussi 

des formes. Forastero, Basses Amazoniènnes (Erjoh4, Erjoh15). Les formes 
i:nd~gènes . sauvages d'Equateur sont ·essentiellement des Forastero Haut . 
Ama~oniens, qui ont été petit à petit remplacées par des Trinitario (Soria, 1970). 

Cependant des populations particulières telles le "cacao nacional" caractérisées. 

par Enriquez (1992) typiques d'Equi:lteur sont souvent classées parmi les Forastero 

·Bas Amazoniens. Or ·les génotypes ECNR, nacional et EET59 intluent dans cette 

étude et appartenant à la variété nacional .<l'Equateur ne sont pas des Forastero 
Bas Amazoniens, selon nos résultats. Ce sont probablement des hybrides entre les 
variétés Cacao nacional, indigène <l'Equateur ou Trinitario introduit et les 

Forastero Haut Amazoniens avec un fond génétique Foraslero Haut Amazonien 

plus ïn:i-porfant. De plus au niveau morphologique, ils sembleraient proches des 
Criollo (Enriqnez, 1992). Apparemment, il y a eu une mauvaise classification de 

la variété "nacional", due à la diversité des origines de cacaoyers en Equateur. 

Moi~s variables que les Forasterq Haut Amazoniens alors _qu'ils sont 
souvent autoincompatibles, les Criollo pouvant être considérés comme tels sont 
en _fait assez homogènes. Cependant la difficulté de les différencier des Trinitario 

·et leur regroupement avec ces derniers aboutit à faire des Criollo un groupe 

variable. Ce ~ont les premiers cacaoyers domestiqués mais leurs faibles capacités 
' agronomiques les ont petit à petit fait remplacer dans les plantations par des 

Trinitario aveé lesquels ils ont' des gènes en commun et de forts liens de parenté, , . . ,. 
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comme le montre le dendrogramme (Figure 8). Même si on ne trc;>~ve ptesque 

plus de ·criol.lo à l'état sauvage, il est possible de trouver des· Trinitaiio qui leur 
sont très prQches mais possédant une vigueur végétative suffisante pour en faire 
dès géniteu'.rs en vue d;une améli~ration variétale. En o.utre, la découverte d'une 

importante 'Variabilité au niveau. de l'.ADN ·cytoplasmique (Laurent et at 1993) 
des Criollo cend possible une plus grande utilisation d'individus Criollo dans les 

programmes a·amélion'\ti011" génétique. La· va.riabilité des Trinitario étudiés esl: 

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

groupe ne peut être 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, l'évaluation de la diversité d'un nombre plus important 

b:ld~vidus Criollo et Trinitario est nécessaire pour déterminer les génotypes les 
' plus proches des Criollo .. Les Forastero Haut Amazoniens sont très. variables quel 

que soit le type d'analyse. Ceci est à mettre en relation avec le système de. 
reproduction ·au sein àe ce groupe qui est essentiellement allogame par la 

·prés~nce d'un système d'incompatibilité qui limite les autofécondations et avec le 

fait que l'essentiel du mat.ériel Forastero Haut Amazonien est constitué de 
génotypes sauvages ou semi sauvage. Au sein des Forastero Bas Amazoniens, 
l'autofécondation est la règle et il existe une certaine consanguinité au sein de ce 

groupe qui apparaît dès lors homogène. 

B- PARAMÈTRES GÉNÉTIQUES DE LA DIVERSITÉ 

Les locus cDNA analysés chez. le cacaoyer possédaient généralement deux 

allèles et l_e nombre maximum d'allèles p~r locus était de 4. Souvent. lorsque les 
locus avaient plus de deux allèles, les autres avaient de très faibles fréquences 
dans la population. Ce nombre d'allèles détectés par· les RFLP est pfüs important 

·que ceux des lOcus isozymes sur le cacaoyer (Lanaud,1987). La richesse allélique du 

cacaoyer est comparable à celle de certaines espèces tropicales comme Psychotria 
· faxlucens (Perez-Nàsser et al, 1993) ~ais est moins importante que celle de 

l'hévéa qui présente en moyenne quatre allèles par locus génomique.(Besse et al, 
' .. 

1994) ou de celle' du chêne qui possède aussi en moyenne quatre allèles par locus 

isozyni~ (Ba<Zilieri et al; 1994). Sur les 64 allèles détectés au sein de la populati~n 
1 

non subdivisée, 63 sont retrouvés .au sein des Forastero, et 59 au sein des ,Criollo. 
•• • t 

La faible' différence en nombre d'allèles· détectés entre la population non 
~ubdivisée 'et les ·deux groupes gén'étiquës montre que tous les deux sont 
représentati'fs _de l'espèce Th,eobroma cacao. Alors que le taux de polymorphism~ 

le plus élevé observé ·par les isozym·~s est de 66 % (Lanaud 1986), le 
polymorphisme des locus RFLP varie de 77 % à 96 %, même si au niveau des· 

' RFLP un tri préalable des sondes à été ~ait dont la portée est limitée par le nombre 
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de g~notypes utilisés pour le tri. C'est d'ailleurs .au niveau du polymorphisme 

détecté .que, les deux g~oupes Forastero ~t Criollo apparaissent différents. Ceci 

suggère qu'il y a davant~ge de génotypes au sein des Forastero qu'au sein des . ' 

Criollo et corroborerait l'hypothè~e que l'Amérique du Sud est le centre de 

. diversité de l'espèce. Cependant, rien ne permet de dire que ·les. génotypes. 

Forastero d'Amérique du Sud sont,à l'origine des génotypes Criollo d'Aniérique 

. 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 à un déficit des hétérozygotes au sein des Forastero, au sein 

des Criollo c'est plutôt un excès en hétérozygotes qui est souvent observé. L'excès 

en hétérozygotes est souvent relié à· un avantage sélectif de ceux-ci par rapport 

aux homozygotes (Jelinski et Cheliak, 1992). Des phénomènes différents 

entraînant des déséquilibres ·au s.ein ·des iocus analysés seraient donc en oeuvre 
au sein des Forastero et des Criollo. Au sein des Criollo, la valeur·moyenne du 

Fis ne reflète probablement pas l'ampleur réelle du déséquilibre du fait que les 

yaleurs positives et négatives aux locus s'annulent. Certains facteurs oeuvrent en 

faveur des hétérozygbtes alors que d'autres· ont un effet contraire. Ce phénomène 

a déjà été observé chez Populus tre.muloides où au niveau d'un locus lié à 

l'adaptabilité à un environnement, les hétérozygotes étaient ~électionnéS alors 

qu'aux 'autr~s locus c'étaient plutôt les homozygotes qui l'étaient qelinski ·et 

Cheliak, 1992). Les Criollo sont le~ premiers cacaoyers à avoir été domestigués par 

les Maya ·é~ n'existent .pratiquement plus à l'état sauvage. Leur culture est donc 

pl\lS ancienne que .celle des autres caczaoyers. Les Criollo on.t sûrement subi des 
. . 
pr~ssions. de sélection fortes de la part de l'homme qui n'a continué à cultiver 

que les cacaoyers qui répondaient à ses exigences. De ce fait, une,part importante 

du Fis, celle qui entraîne un excès d'hétérozygotes est probablement due à l'effet· 

de la sélection pour 'la vigueur et d'autres caractères agronomiques. En culture, 

les fécondations croisées sont favorisées par le regroupement sur une surface 

donnée· de. plusieurs, génotypes. Ceci entraîne l'apparitiOn de nouvelles 

éon:ibinaisons qui sont sélectionnées à l'état hétérozygote. Une autre part du Fis 
1 

au sein des Criollo peut .être due au mode de reproduction. En effet, les Criollo 

sont quelquefois autogames et un certain nombre de locus peuvent présen.~er une. 

consanguinité importante. Cependctnt, pour les locus anâlysés et à l'équilibre, un 

· · tau>; important d'hétérozygotes a été détecté. 

Au sein des Forastero, le Fis est ph~s important qu'au sein des Criollo, et 

un déficit en hétérozygo!es est observé. Dans ce cas, la structuration en sous 
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populations semble être la cause car comme nous l'avons vu précédemment, les 

Forastero so,nt constitués de plusieurs origines, souvent séparées par des distances 
géogré;lphiques importantes . 

Lorsqueï'on considère quatre populations au lieu de deux, aucune d'elles 

ne contient autant d'allèles que la population non subdivisée et bien que des 

petites différences apparaisse.nt entre populations, elles ne sont pas i~portantes. 

Les Forastero Haut Amazoniens qui présentent la même diversité que celle de la 

population non subdivisée et qui sont beaucoup plus polymorphes que les autres 

populations, apparaissent comme les plus représentatifs de la population globale. 

Ce résultat est en acc?rd avec ceux de Lanaud (1987) qui montrent par les . 
· iso,zymes, une grande diversité des Forastero Haut Amazoniens. Les Criollo 

présentent la 'même diversité que les Forastero Haut Amazoniens mai~ sont 
' moins p,olymorphes que ces derniers. 

Les valeurs du Fis par locus au sein des Trinit~rio font apparaître des excès 

el). hétérozygotes plus importants que ceux des ~riollo pour lesquels le Fi_s global 
est positif. ~ne grandé variation de Fis in~ique une situation hétérogène pour 
chaque locus aboutissant à l'annulation des effets au niveau du Fis global. Les . 
TrinitariO' étant des hybrides entre Cri~~lo et Forastero Bas Amazo~iens, l~ 

situation au niveau de leurs locus est variable. Certains locus pe'uvent subir des 

effets de consanguinité à l'instar des Forastero Bas Amazoniens, d'autres, comme 
1 

chez le parent Criollo subiraient des pressions en faveur du maintien de 

l'hétéro~ygotie. 

Au se'in des For~stero Haut et Bas Amazoniens, peu de locus présentent un 
. . 

excès en hétérozygotes et de plus lorsqu'il y a excès, les valeurs de Fis sont très 

proch~s de zéro. 

Au sein des cacaoyers, au moins deux phénomènes ont donc lieu:·.l'un à. 
\ . 

lieu au sein des Forastero et aboutit à de~ déficits en hétérozyg?tes et l'autre est 

présent au sein des Criollo et des Trinitario qui ont des excès en hétérozygotes 

pour certains. locus. Chez les Forastero Bas Amazoniens, la présence d'un déficit 
. . 

en hétérozygotes peut· être expliquée par le mode de reproduction. 

L'autofécondation qui règne dans ce groupe, conduit au cours du temps à la 

consanguinjté qui est par ailleurs responsable de la réduction du nombre de 

génotypes. A.u sein des Forastero Haut Amazoniens, il existe un système 
d'autoincompatibilité qui favorise !.'allogamie (Knight et Rogers, 1955) et qui 
devrait en principe contribuer à maintenir une importante variabilité au niveau 

des génotypes. Ce système d'autoincompatibilité n'empêche pourtant pas des 

autofécondations en présence simultanée d'allopoqen et d'autopoUen (Lanaud, 
. . 

. 1987; Falque,, 1993). Il est donc possible qu'une part du déficit soit due à la 
consanguinité. En effet, lorsque l'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 Psychorria faxlucens, arbre tropical allogame 
aut?incompatible, les taux d'allofécondation pour deux populations a]lalysées par 

Pérez-Nasser et af, 1993, sont de 100% mais ces populations ne pi::ésentaient pas de 
déficit·. én hétérozygotes. Le déficit en hétérozygotes chez les Foras~ero Haut 
Amazoniens ·pourrait aussi êti;e expliqué par '1a dérive génétiqu~ et la 

structuration de ce grOllpe en diverses sous populations. En effet, contrairement 

~ux Criollo · qui ·sont domestiqués depuis èles siècles, les premiers cacaoyers 

Forastero. Haut Amazoniens ont été découverts à l'état sauvage en 1932 par 

Pound et le màtériel végétai' disponible est·sou:vent sauvage ou a subi un ·ou deu~ 
croisements contrôlés suivis d'une sélection. Ce matériel sauvage est souvent · 

composé de populations généralement ~solées collectées en :des endroits différents 

et de ·ce fait :échangeant peu ou pas de gènes. Chaque peuplement peut comporter· 

un nombre limité d'individus favorisant ~insi un phénomène de dérive au sein 
de chacun d'eux. 

' 
Les valeurs de Fst entre populations prises deux à deux .montrent une 

'différenciation entre Forastero Haut Amazoniens et Bas Amazoniens . Ce r~sultat· 

explique pourquoi le~ croisemer\ts co'ntrôlés entre 'ces deux populations 

'abol,ltissent à l'obtention de descendances hybrides manifestant de l'hétérosis. Par 

contre la tendance à considérer que les Criqllo et les Trinitario sont deux groupes 
génétiques très différents devrait . être abandonnée car ils ne le sont pas 
génétiquement. Il semble en effet que les Trinitario aient intégré davantage de 
gènes en provenance des. Criollo par rapport à ceux des Forastero Bas 
Amazop.iens et de ce fait sont plus proches des Criollo. 

IV- CONCLUSION 

Les résultats obtenus au cours de c~s travaux sur l'analyse génétique de la . . 

diversité génétique par les RAPD, l'analyse des paramètres génétiques et par des 

travaux précédents permettent de discuter de la .classification du cacaoyer. La 
dassification en deux sous groupes, FORASTERO et CRIOLLO nous semble en 

, accord avec ies résultats des études de diversité génétique èntreprises jusqu'à 

présent, basées sur des cai:-actères morphologiques et sur les_ marqueurs 
moiéculaires. Il existe donc des bases génétiques à cette distinctio!l qui devràÜ être 
maint~riue, .ces deux groupes devraient être assimilés à deux çomplexes 

génétiques intraspécifiques : les ,éléments à l'intérieur d'un groupe sqnt plus 

ressemblants entre eux que ceux entre deux groupes.· Cependant des é'iéments 
nou~eaux viennent· affiner cette distinction: lès études de diversité au moyen des 
. ' 

ma:rqueurs RAPD et les analyses des paramètres génétiques de la diversité révélé~ 
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. . . 

par les RfùP permettent d'envisager dorénavant une·subdivision des Forastero 
en deux sous. ensembles ; FORASTERO HAUT AMAZONIENS et FORASTERÔ 

BAS AMAZONIENS non seulement sur leur aire de répartition mais aussi sur · 
des bases moléculaires. Ces deux sous. groupes sont suffisamment proches pour 
ne pas pouvoir être différenciés sur la base de caractères morphologiques de 
cabosses et de fèves mais au niveau de la· structure de leur ADN des différences 
importantes ont pu être décelées. Ai~si leurs fréquences . alléliques sont 

' 
différentes au niveau des locus cDNA et au niveau de la structuration inter et 
intragroupe. Les programmes de sélection à travers le monde ont per~is de· 
déceler des différences entre ces deux groupes par l'intermédiaire de la 

·performance de leurs hybrides . Au niveau de la vigueur, la granâe variabilité des 

Forastero Haut Amazoniens fait que I!lême les croisements intragroupes 
donnent naissance à des ~ybrides performants. Le groupe des Trinitario connu 
pour être hybride entre Bas Amazoniens et Criollo ont intégré davantage de 
gènes Criollo. Il faut rappele~ que les premiers Trinitario sont apparus à Trinidad 
où ava,ient ~uparavant été introduits des Criollo environ deux siècles plus tôt. 
Les flux de gènes ont été si importan~s entre les deux populations qu'elles ont fini 
par ne plus pouvoir être différendées au niveau des fréquences alléliques. Aussi, 

nous pensons qu'il ne faut. pas considérer les Trinitario comme .un groupe 
génétique différencié des autres. Il semble que leur création soit trop récente pour 
leur avoir permis de développer des caractères distinctifs originaux. On ·peut 

·considérer qu'Ü y a trois grands groupes de cacaoyer qui sont les Forastero Haut 
Amazoniens, _les Forastero Bas Amazoniens et les Criollo. Des études de diversité 

· ph.~s approfondies au· s~in de chaque grand 'groupe génétique ainsi défini seraient 
souhaitables a'fin de pouvoir mettre en évidence et définir les subdivisio~s qui 

1 

exis tel)t. .. 
Par suite des diverses prospections menées au, Pérou et en Equateur et à la 

fa,veur de !.à variabilité qui y est· rencontrée, l?-· haute vallée de l'Amazonie est 
con~idéréè comme le ~ntre de diversité du cacaoyer. Toutefois les études de la 
structure génétiqüe'révèlent certains fait: les ~acaoyers d'Amérique du Sud,·c'est à 

dire les Forastero ne sont P.?s plus diversifiés que ceu.x d'Amérique centrale qu~ 
sont les Criollo mais ·sont plus polym.orphe~. Ils sont donc plus variables que ~eux 
d'Amérique du centre qui ne manquent pas non plus de variabilité. La forte 

r 

différenciation des locus selon les origines géographiquès et la similarité des 
diversit~s : géniques supportent l'hypothèse de deux origines séparées des · 

q1caoyers. 

1. 
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CHAPITRE IV: CARTOGRAPHIE GENETIQUE 
DU CACAOYER PAR LES. MARQUEURS RAPD 

ET LOÇAllSA TION DE QTLS 

1 - INTRODUCTION 

La cartographie génétique d'un génome correspond à son repérage régulier 
par des marqueurs. Des travaux ph.~s anciens de cartographie ont .utilisé des 

marqueurs morphologiques et is'ozymes mais les _cartes génétiqu,es obtenues 
étaient alors p~u denses car les marqueurs morphologiques et isozyrnes sont' peu 
nombreux. Avec l'avènement des marqueurs moléculaires de type RFLP ou 
RAPD, dont le nombre. est théoriquement ,illimité, la cartographie génétique a 
prü~ un nouve~ essor et de ph~s en plus de cartes denses sont établies chez les 
végétaux (Echt ,et al, 1994; He~mat et al , 1994; Reiter et al; 1992). De 
dévelop,pement plus récent que les marqueurs RFLP, les marqueurs RAPD sont 

aussi très noÎnbreux. Ils ont permis d'élaborer des cartes de densité élevée chez 

certaines plante& ( CarlsQ~ et al., 1991; Rieseberg ci al., 1993). 
' . . 

. · Les cçirtes .. génétiques pe:mett.ent de comprendre l'organisation des 
génomes. La, comparaison d~ cartes génétiques entre espèces apparentées permet 
d'appréhender- les phénomènes évolutifs ~yant abouti à la spéciation. Ainsi, la . . . . . 
comparaison des cartes g.énétiques du maïs, du sorgho et de la canne à sucre a 
permis de révéler de, nombreuses zones chromosomiques. conservées entre ces 
espèc~s (Lu et al, 1994; Grivet et al, 1994}. Les cartes. génétiques sont au.ssi le point 

de départ d'une sélection assistée par marqueurs. La démarche consiste à la 
1 1 ' • 

localisation. de QTL (QTL. = Quantitative Trait Loci), locus i~pliqués dans la 
variàtion des 'caractères quantitati~s. Les caractères quantitatifs sont souvent 
déterminés par plusieur~ 'locus. Classiquement, ces caractères sont a~alysés par. 
des méthodes statistiques faisant.. inter,venir 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 construcfion d'un caractère. quantitatif donné. 
Les cartes génétiques denses du génome permettent de disposer de marqueurs 

régulièrement répartis sur le génome pouvant avoir des corrélations étroites avec 
des QTL qui peuvent ainsi être localisés. Elles permettent de développer une 
stratégie de sé.lection 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 caractères 
quantitatUs est basée sur l'analyse ~es associations de ces caractères avec des 

marqueurs (de Vienne, 1990). Dans la pratique, la p~pulation d'indi.vidus devant 
servir à la rE7cherche de QTL est caractérisée au niveau des marqueu·rs et 

également au niveau des caractères quantitatifs. Pour chaque marqueur, plusieurs 

génotypes sont possible.s selon le type de P?Pulation utilisée. Les individus ayant 
le µiême géno~ype au niveau d'un marqueur sont regroupés et les moyennes des 

groupes ainsi obtenus sont comparé~s. En l'absence de QTL, les espérances.de ces 
moyel\nes sont égales. La mise en évidence d'une différence· entre moyennes 
conduit à la présomption de la présence d'un QTL au voisinage du marqueur . 

.. ·La. premiè~e partie dé ce chapitre r.àpporte les essais· de cartographie 

génétique dµ cacaoyer faits au moyen des RÂ.PD. Dans U.ne deuxième partie, nous 

abordons l~ cart~graphie de locus affectant quelques. caractères quantitatifs du 

cacaoyer. 

Il CARTOGRAPHIE GENETIQUE PAR LES 
MARQ.UEURS RAPD 

A- MATERIEL ET METHODES 

1- MATÉRIEL VÉGÉTAL 
Le choix de la descendance à cartographier a été guidé par ph;1sieurs· 

considérations: 
. Le fait que les marqueurs RAPD soient dominants est un'e limite quant au 

choix des populations de cartographie utili~ables. Si une population de type F2 est 

choisie, les estimations d~ 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 il n'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 prés.entant un niveau d'hétérqzygotie ou 
d'homozygotie élèvé qui peuvent servir de parents de descendances 
pseudobackcross. Ces descendances sont d'autant pius intéressantes. qu'elles sont 

· au champ · dèpuis un certain nombre d'années et permettent d'obtenir des 
données sur. des caractères agronomiquement intéressants. La descendance 

. . . 
· ~A409 x POR a été choisie sur la base. du polymorphisme enzymatique des deux 

panents permèttant aussi de révéler du polymorphisme dans la descendanc~. 
1 • 

. . 
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CLONE UTILISÉ COMME PARENT FEMELLE: UPA409 

C' es.t · un clone Forastero Haut Amazo:o.ien issu d'un c:roisemen.t frère

soeur do~t ~es .ancêtrei ~ont IMC60 et NA34. prospectés· par Pound (1945) dans le 

ba·ssin Am~zoni~n en Équateur et au Pérou. En Côte d~Ivoire, UPA409 a été utilisé 

comme pareRt femelle dans de no.mbre:i-ix croisements en vue de la. créçition 
. . . 

variétale. C'est un cac~oyer vigoureux, autoincompatible, à développement · 

végétatif rapide. Ses çabosses sont de taille moyenne et ses fèves sont moyennes et 

violettes. Au niveau de la production, c'est un .bon clone mais aussi un bon 

géniteur. Il est moyennement tolérant à ~a pourriture brune des cabosses et peu 

sensible au'x attaques 'd~s insectes ravageurs que sont les mirides. Six locus 

enzymatiques y sonj à l'état homozygote et un à l'état hétérozygote. 

CLONE UTILISÉ COMME PARENT MÂLE: POR 
. . ~ . 

C' ~st un clone Criollo de la variét'é Porcelana qui donne un chocolat très 

·apprécié. POR est peu vig.oureux mais a de grosses cabosses dont les fèves sont 

grosses et d~dues. La couleur des fèves va.rie du blanc au rose. Il a été peu utilisé 

en croisement en Côte d'Ivoire car son introduction y est réèente. Il est sensible 

aux mirides et à la pourriture brune des cabosses. Six locus enzymatiques y sont à 

l'état hétérozygote et un à l'~tat homozygote. 
' 

. La descendance UPA409 x POR est une des meilleures familles 

sélectionnées· pour la production. au cours de ces dernières années et en 

confirmation dans des essais multilocaux en Côte d'Ivoire. 

Soixante dix sept individus d~ cette descendance ont été utilisés pour la 

cartographie molécùlaire et sont basés à Bingerville ~n Côte d'ivoire: 

2- RÉACTIONS D'AMPLIFICATION 

Elles ont été mi~es au point selon la. description donnée dans la première 

pa,rtie de ce document. Le tri.des primers polymorphes a été réalisé d'abord sur les 

parents et 10 .individus de la· descendance, et ensuite sur les parents et toute la 
• 1 • 

descendance. Ainsi 12 individus ont été testés deux fois. Les lots d'amorces A,. D, .. 
F, K, L, M, N, 0, P, Q, S d'Operon Technologies ont été utilisés . 

. . .. 
. 3: ANALYSES G~NÉTIQUES . . 

Les fragmènts amplifiés ont été notés pour leur ~bsence ou leur présènce au 
1 

sein des parents et dans la" descendance .. r>our chaque fragment polymorph~ qui 

ségrégeait dans la d~scè~dance, un test de chi2 a été réalisé pour tester l'hypothèse 

de ségrégation men<l.élienne du marqueur en se basant sur les effectifs théoriques 

devant être observés dans le cas d'un· backcross. L'analyse de cartographie a été 

réalisé~ au: moyen du logiciel MAPMAKER (Lander et al. 1987). MAPMAKER 
' . 
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' 
utilise la méthode du m~ximum de vraisemblance comme base de.s tests et des 

' ' 

calculs. Le tést de ~liaison entre Il)arqueurs est réalisé sous les hypothèses de 

. liaison .et d'indépendance. On définit le LODscore comrqe le logarithme décima~ 
du rapport des vraisemblances.. des ,données. selon la liaison et en cas 

· . d'indépendance. On définit un seuil de LODscore au-dessus duquel l'hypothèse 
d'indépendance est rejetée. En matière de cartographie,, ce seuil est généralement 
de trois et signifie que l'hypothèse de liaison est 1000 fois ph~s vraisemblable que 

celle d'indépendance. 

Soit n le nombre d'individus d'une descendance de cartographie,, t le 

nombre de 'Classes phénotypiques et at le nombre d'individus dans la classe t: 

La vraisemblance des données est fournie par la formule: 
n' . 

V= , ,· , m~' m;1 
••• m~', où ml à fit correspondent aux effectifs théoriques des 

o1 .o1 .... 0 1 • . 

différentes classes,, écrits en fonction de la fréquence de recombinaison entre 
marqueurs. Sous l'hypothèse d'in.dépendance, la fr~quence de reco~binaison est 
r=0,5. Lorsqu~ l'on veut être strict pour une grande robustesse des groupes de 
liaison, la valeur seuil de r peut être fixée à 0.3 ou 0.4. 

Pour estimer la .fréquence de reco~binaison, c'est encore la méthode du 

m11ximum de vraisemblance qui est ·utilisée. Les ordres des marqueurs sont 
. ' 

déterminés par ,une analyse multipoint qui prend en compte les èrossin.g over 
multiph~s (Lander et Green 1987). 

Les fréquences de recombinaison entre marqueurs sont converties en 
distances .. de . cartes !inéaires èt additives èxprimées en centimorgans par 
l'applfcaÙo~ d'une fonction de cartographié .. Deux fonc"tions de cartographie sont 
-généralem~nt {ÏtÜisées: celle ·de Haldane (1919), basée sur l'hypothèse 

d'indépendance des crossing over es.t don~ée par la formule suivante: 
. T 

d=--zln(l-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: 

. d = .!. in .l + 2' 
. 4 l-2r 

le terme 2r est appelé eoïncidencé (c) et varie entre 0 et 1. Lorsque c=O il y a 
interférence totale et si ç est égal à 1 alors il n'y a pas d'interférence et on retrouvë 

' . 
la formule de la fonction de Haldane. La' fonction de Haldane a été utilisée pour 

convertir les fréquences de recombinaisons en distance de ~arte étant donné 
qu'aucun fa.it indiquant. la présence de .phénomène d'interférence n'a encore 

jamais été mis en évidence sur le cacaoyer. 
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B- RESULTATS 

1- DÉTE&MINISME GÉ~ÉTIQUE DES MARQUEURS RAPD 

La quasi ,totalité des bande.s RAPD observées chez les parents ont été 

retrouvées .dans la descendance. Entre les deux parents; deux types ·de 

polymorphisme ont été observés. Certaines bandes étaient présentes chez la 

femell~ et absentes che;Z ,le mâle, di autres par co~tre étaient présentes chez le mâle 

et .absentes .chez)a femelle. Les ~as dE? polymorphisme du deuxième type. étaient 

les. plus nombreux et correspondaient à ce que nous recherchions étant donné que 

des locus enzymatiques ayant contribu.é. au. choix des parent~ étaient à r état 

homozygote chez le parent femelle UP A409. Ces deux types de polymorphisme · 

entre les deux paremts proviennent de situations au ni~~au des génotypes des 

deuX; parents expliquées dans le tableau 20. 

' 

Génotypes possibles de POR 
' ' AA. Aa aa 

Fragment + + -
s \ 

' 
RAPD Polymorphisme observé 

N 
AA oui 0 + non non 

~ <· 
§:) 

Aa + non non oui Q) 

"O 
!Il 
Q) 
o.. . . 
.e- aa - OUI OUI non 
0 

= 'Q.I 

l? 

Tableau 20: Croisements induisant du polymorphisme entre les deux parents. 

(-)= absence de produits d'amplification (+)= présence ·de produits 

d'amplificatio'n. En gras, le polymorphisme recherché au niveau du tri réalisé 

sur les deux parents . 

Le polymorphisme dü à l' absence de bandes chez UP A402 et à leur 

présence chez POR n'a pas toujouts abouti à une ségrégation de bandes ·~ians la 

descendance car la présence de bandes amplifiées c~ez POR pouvait être due à un 
état homozy·gote dominant (AA) ou hétérozygote (Aa) de POR. Seul l'état 

d • 

hétérozygote de POR ;i abouti à une ségrégation des bandes dans la descendance. 

Dans' nos ·conditions, les marqueurs RAPD que nous avons observés sont 

dominants: ~'aspect qual'l:titatif des bandes n'a pas été investigué mais des 
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MARQUEUR TAILLE (KB) 

rOPD05 1.5 
:iOPD08 ·. 0.7 
IOPD15 2 
rOPF03b 2.5 
rOPF03a 0.4 
r0PF12 1.8 
rOPF15 0.3 
rOPF16 1.8 
r0PK06 1.2 
rOPK12 1.4 
r0PK15 .0.9 
r0PK16a 1 
rOPK16b 0.6 
rOPL10a 

, 
1.9 

IOPL10b 0.8 
r0PL11 0.8 
IOPL18 0.5 
rOPM02 1.2 
r0PM09 1.2 
rOPP09 0.3 
r0PP14 0.5 
IOPP16b o.s- . 
r0PP16a 1.2 
IOPQ04 0.5 
rOPQ10 0.5 
rOPR19a 0.4 
rOPR19b 0.75 
rOPS20 0.7 
PGI -
PGM2 -
ICD -
MDH1 -
PAC -
ADH -

***significatif à 0,1 % 
..,.sigrufica tif à 1 % · 
"'significatif à 5 % 

CLASSE1 
PRESENCE 
37 
38 
36 -
37 
19 
40 
45 
36 
25 
37 
39 
40. 
40 
33 
35 . , 
39 
27 
35 
22 
32 
26 . 
42. 
48 
41 
53 
20 
21 

'41· 
24 
30 
39 
34 
40 
27· 

CLASSEZ KHI-2 1-1 
ABSENCE 
40 0.12 
7 21.35 ....... 
36 0.0 
35 0.05 
29 2.08 
36 0.21 
30 3.0 . ·. 
36· 0.0 ' 
21 0.35 
32 0.36 
32 0.69 
32 0.89 
32 0.89 
41 0.86 
38 0.12 
34 0.34 
47 5.40 .. 
28 0.78 . 
45 7.89 .... ' . 
41 1.11. 
46 5.55 .. 
29 ' 2.38 
23 8.80 .... 
29 2.06 
17. 18.5 ...... 
37 5.07 .. 
33 2.66' 
29 

. 
2.06 ... .. 

16 1.60· 
40 1.43 
32 0.69 
36 0.05 1 

33 0.67 
36 1.29 . 

Tableau 21: Segrégation des marqueurs RAPD et tests de Chi 2 dans la descendance 
UPA409 x POR . 
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différences d'intensité de bandes ont quelquefois été observées, cependant il était 
difficile ·d, en tenir compte. 

' 
. Quelqu~s bandes RAPD particulières 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 amplifiées chez les parents n'apparaissaient pas dans la· 
descendance .. Ces bandes n'ont p\as été' prises en co~pte dans l'analyse de 

·cartographie. 

2- NIVEAU DE POL Y,M:ORPHISME 

Certains primers n'ont pas donné de produits d'amplification dans nos 

conditions e?'périmentales. Il .s'àgit des amorces Dl, 017, R17, R18, S2, 54, S6, .515. 

Ils représentent environ 4 % des primers testés sur les parents. 

Un totaf de 186 bandes polym9rphes entre les deux parents a été observé. 

Soixante dix sept produits polymorphes sont dus à la présence de produits 

d'amplifications chez UPA402 et 109 l?roduits sont dus à la présence de fragments 

chez POR. Certains lots révélèrent plus de polymo~phisme que d'~utres. Sur le 
cacaoyer, les lots de primers F, K, Q et S sont les plus intéressants, alors qùe les 
lots L et M le ;ont moins. . 

Le nombre de bai;ides observées par P.rimer variait entre 3 et 20. Celles qui 

. éta~ent polymorphes variaien.t par primer entre 0 et 4 et représentent une faible . ' 

proportion du npmbre total de fra.gments amplifiés. Les profils observés sont 

caracté~i~tiques de chaque primer. Sur les 198 primers testés sur les parents, 115 

étaiènt polymorphes soit un niveau global de 58% . 
. ' 

.3- ANALYSES DES SÉGRÉGATIONS . 
Peu ~e màrqueurs étaient inf~rmatifs dans l~ sens désiré. Seuls ceux 

présents chez .POR, absents chez UPA40~ .et ségrégeant dans la popul~tion de 
cartographie ont été ~ete-~s (Photo 6) . 28 marqueurs ont pu être .obtenus à partir . 

des 109 fragments. L~ tableau 21 présente les résultats des tests de Chi2 effectués 

sur la descendance . 

Les 28 marqueurs RAPD informa~ifs ont été cartographiés à l'aide du 

logiciel MAPMAKER ~vec un LODscore = 3 et rmax=0.4. (fréquence de 
reco'mbinaison ma_ximum permettant de déclarer l'indépendance des . ' . 
~arqueurs), en leur adjoignant les marqueurs isozyrnes qui ont servi à. 

déterminer le degré d'.1hétérozygqtie d~s parents. Sept marqueurs RAPD 

présentent· une distorsion de ségrégation sur les 28 et 10 marqu~urs(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 
UP A409 x POR (Primer P16) 
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Vingt huit marqueurs RAPDs ont été cartographiés sur µne seconde 
descendance UPA 402 X _UF676 en ·association avec 160 marqueurs RFLP et cinq 

·marqueurs isozymes. C'!=!st cette descendance qui servira à la recherche de QTL. 
\ 

2- REPÉTABILITÉ 

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

précèdent, mais il convient de revenir sur certains points importants: 
certains primers engendrent des produits peu répétables et la quantité d' ADN 
matrice est déterminante. Bien qu'aucun test n'ait été réalisé sur de l' ADN plus 

ou mo.ins dégradé, au cours des expérimentations nous avons constaté que les 
solutions fraîches d' ADN donnaient une meilleure qualité d'amplification que 

les vieilles solutions. Au cours des décongélations et recongélations successives, il 

a pu y av9ir dégradation del' ADN, qui e':'pliquerait la mauvaise am~lification de 

certains génotypes· lorsque les .solutions sont anciennes. Des problèmes de 
répétabilité peuvent ainsi être engendrés car les sites de fixation peuvent varier et 

· les fragments 'amplifiés peuvent être de taille différente. 

C-;- DISCUSSION 

Le niveau· de polymorphisme révélé par les marqueurs RAPD sur lés deux 

parents· est ~levé mais moins élevé que celui révélé par les marqueur~ isozymes 
utilisés au c;iépart pour le choix des pare.nts. E~ effet, sur un nombre total de 7 

~ . ; 

locus ~nzymatiques, si;c..sont polymorphes, .et èe polymorphisme est directement 
uWisable en carto.graphie car les !Ilarqueurs isozymes sont codominants. Bien que 
ies. parents. de la population dé cartographie aient un niveau d'hétérozygotie et 
d'homozygone élevé aµ .regard des locus -isozymes, il semble qu'une part infime 
du génome ait été acce~sible aux marqueurs isozymes car· de nombreux locus· 

RAPD homozygotes thez les deux parents n'ont pas ségregé dans la descendance. 
Tout.le polymorphisme RAPD révélé entre les deux parents n'était pas informatif 

pour Ia· construction d~une carte génétique. Le tri des primers effectué sur les 

par~nts n'a pas été très efficace car il n'a pas permis d'éliminer d'emblée les locus 
non informatifs, ceux q~i ·étaient homozygotes dominants chez le parent mâle. 

, Nous voulions nous situer dans un cas de pseudobackcross où de no~breux 
locus seraient hétérozygotes chez un parent tandis qu'ils seraient homozygotes 

. · che~ le second parent. Cette stratégie a souvent été utilisée pour la cartographie 
des marqueurs RAPD lorsque l~s vrais backcross n'étaient pas disponibles et a 
donné généralement de bons résultats (Carlson et al, 1991). Chez le cacaoyer, les 
deux parents présentaient un degré d'hétérozygotie moins élevé que ce qu'on 
aurait pu attendre d'une plante allogame et on était plus souvent dans une 
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Figure 11: 3 groupes de liaisons obtenus avec les marqueurs RAPD 

Lodscore=3 theta=0,4 fonct~on de cartographie de Haldane 
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situation de Fl que de b'\ckcross. La totalité des marqueurs RAPD obtenus se sont. 

comportés comme des marqueurs dominants, en accord avec 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; T~lsier'am et al, 1992; Chaparro et al, 1994; Lanaud et al, 1993). Chez certaines 

espèces le pourcentage de locus présentant une distorsion peut être très élevé. 

Chez le bananier, Fauré et al, 1993, ont obtenus 36 % de distorsions de ségrégation 

dues à la P!ésence de translocations. Dans ~otre cas, la distorsion prése~tée par un 
des marqueurs pourrait être due à la -présence de deux produits différents ayant 

une taille identique qui ont pu migrer au même endroit. Cette situatibn a déjà été 

observée chez 'les conifères où un seul produit correspondait à plusieurs locus 
(Tulsieram et al, 1992) et chez le cacaoyer où 2/3 des produits amplifiés sur des 

·génotypes au cours d;une étude de div~rsitê étaient répétés (N' goran et al, 1994). 

Des. erreurs de' génotypage peuvent aussi conduire à des distorsions~ En effet, la 

lecture et la notation des fragments amplifiés se font à partir de photographies de 
g'els · d~nt la qualité peut être déterminante. Cependa~t la majorité des qistorsions 

pe.uvent êtr~· expliquées par des sélections gamétiques ou zygotiques (L01;ieux et 

al. 1?94). Dans la desce·ndance utilisée, les biais ne sorit ni en faveur du parent 

f~melle ni en faveur du parent· mâle, et plusieurs phénomènes peuvent les 
· expliquer .. un de ces phénomènes est le système d'incompatibilité du cacaoyer, de 

type gamétosp~rophytique (Cope, 1962), qui empêche la fusion des gamètes ayant 
• 

certains génotypes. Ceci correspondrait à une sélection gamétique. Des distorsions 
de ségrégations ont aussi été observées P,ar Lanaud et al, (Î993) sur des locus RFLP 

chez le cacaoyer. 

, L'apparition de bandes dans la descendance ne provenant pas des parents a 

déjà· été signaiée par Dos Santos et al ( 1994) sur les RAPD et les RFLP. Sur le 

cacaoyer, leur apparition ne peut pas être imputée à des mutations ponctuelles car 
leur nombre est élevé. Par contre on pourrait les expliquer par des crossing over · 
qui peuve:r;it créer de no~veaux points d'amorçage des pri~ers. 
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111- LOCALISATION DE QTL 
-

A-MATERIEL ET METHODES 

1· MATÉRIEL VÉGÉTAL 

Il s'agit de plantes du croisement UPA402 x UF676 dont une partie a été 

. plantée à Divo et une autre à Bingerville près d'Abidjan. Divo se trouve à 200 Km 

au·Nord d'Abidjan. La pluviométrie y dépasse rarement 1200 mm d'~au par an et 
les 'sols y sont granitiques. La saison sèche y est très marquée. Bingerville est à 12 
Km d'AbidjB;n. La pluviométrie est assez importante avec 1600 à 1800 mm d'eau 

par an bien répartie. Les sols sont pauvr.es et ~ablonneux. La saison sèche y est 
pèu marquée. . ' . ' 

' . 
CLONE ÙTILISÉ COMME PARENT FEMELLE: UPA 402 ' .. 

C'est un Forastero Haut Amazonien. issu d'un croisement frère-so.eur .dont 
. . 

les ancêtres sont IMC60 ~t NA34. En Côte d'Ivoire, UPA402 a été utilisé comme 
pftrent femelle dq.ns de nombreux croisements: C'est un cacaoyer 
autoincompatible, à développement végétatif rapide. C'est un bon clone dont la 
production :moyenne annuelle sur dix années de récoltes a été estimé'e à 1557 Kg 

' . 
de cacao marchand p~r hectare. C'est aussi un bon géniteur. Il présente par 
aillèurs une certaine tolérance aux mirides. 

CLONE UTILISÉ COMME PARENT MÂLE : UF676 
\ . 

C'e.st un clone Trinitario qui a éte sélectionné par la compagnie United 
Fruit au Costa Rica. Comme la majorité des Trinitario, il possèdè de grosses fèves. 

Des données. précises su:r sa sensibilité à la pourriture brune et aux mirides ne 
sont pas disponibles, né!lnmoins les Trinitario sont en général sensibles aux 
piqûres d'insectes. 

La descendance sur ~aquelle ont été effectuées les différentes mesures 
i 

compô.rte 100 individus dont 53 sont à Bingerville et 47 à Divo. 

La descendance UPA402 x UF676 est une des meilleures familles 

sélectionnées dans la première phase du programme d'amélioration génétique du 
cacaoyer en Côte d'Ivoire qui a ab~uti à la vulgarisation de 12 dj;.!scendances 

hybrides en 1972. Testée dans .d'autres pays comme ~a Guyane et le yanuatu, elle 
y est très pro~uctive. Cette famille est par ailleurs utilisée comme témoin dans les 

· essais d'hybrides afin de comparèr la performance des nouveaux hybrides à celle 

è:ies hybrides. vulgarisés: 

.. 
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2· CARTE GENETIQUE 

l;a descendance UP A 4Ô2 x UF676 a été cartographiée au laboratoire Agetrop 

du CIRAD pal' l'équipe de Lanaud (1:-anaud et al, 1993 ). Il s'agit d'un croisement 
entre deux clones hétérozygotes dont le plus hétérozygote selon le génotype aux 
locus enzy:matiques est le parent mâle UFp76. Une carte génétique c?mplète, de 
193 marqueurs a été établie et comporte 28 marqueurs RAPD, 160 marqueurs 
RFLP et cinq marqueurs isozymes. Les ségrégations 'de ces marqueurs pouvaient 

être de type F2 et de type backcross (dans les deux sens). Afin de pouvoir localiser 

les QTL à l'aide du logi~iel MAPMAKER-QTL, un sous échantillon de marqueurs 

·a é.té cartographié. Il s'agit de. ceux à l'état homozygote chez UPA402 mais à l'état 

hétérozygote 'chez UF676. De cette manière, on se situe dans· un cas de ' .. 
pseudob.ackcross pour ces locus. Ils èonstituent environ 85 % des .marqueurs. Cette . . 
carte établie comporte 168 marqueurs regroupés, en dix groupes de liaison 
correspond.fit"nt au nombre de chromosomes d'~ne cellule haploïde du cacaoyer. 
La distance moyenne etltfe marqueurs est dé 8,23 cM avec une distance minimale 
de ·o cM et t'.ine dfstance maximalè de 43,6 cM évaluées à l'aide de la fonction de 

cartographie d.e Haldane. La..taille des groupes de liaison.varie de 58,08 cM à 183,6? 
cM et la taille totale de là çarte est de 1158,8.cM: · . 

3- CARACTÈRES MESURÉES 

· Les caractères mesurés sont des caractères morphologiques relatifs aux 
q1bosses et' aux fèves' et des caractères agronomiques. Tous les caractères 

morphologiques on~ été mesurés dans les deux environnements mais certains 
caractères agronomiques ne l'ont pas été partout. Ainsi, les dégâts de inirides ont . ' 

été évalués uniquemen( à Bingerville. 
\ 

CARACTÈRES MORPHOLOGIQUES OBSERVÉS: 

- poids de cabosses pleines de fèves <PpCAB) 
-poids vide de cabos~e (PVIDE): c'est le poids de la cabosse vidée des fèves et 

du rachis central 

- nombre de fèves par cabosse (NBFEV) 

~Jongùeur de cabosse (LGCAB) 
- diamètre de cabosse (DIAMCAB) 
- nombre d'ovules par ovaire (NBOVULE) 

- poids de fève épluchée (PFEV) 
- poids de fèves fraîches (PFF):· PFF=PDCAB-PVIDE, c'est donc le poids de 
l'ensemble des fèves non dérnucilaginées diune cabosse avec le rachis 

' central. 
- longu~ur de fèv~ épluchée (LGFEV) 
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-·épaisseur de fève épluchée (EPFEV) 

CARACTÈRES; AGRONOMIQUES 

· - nombre de ~abosses saines ~SAINES) 
- nombre de cab9sses pourries (POURCAB) 

- nombre total de c.abosses produites(TOTÇAB) 

- pourcentage de cal:fosses pourries (% POURCAB): 

% POURCAB = POURCAB/TOTCAB xlOO 
.- sensibilité aux mirides (une note de 0 à 4·a été attribuée à l'arbre selon 
l'impor,tance des d~gâts cumulés sur ,plusieurs années ). 

4- COLLECTE DES DONNÉES 

Pour l~s caractèr~s morphologiques des cabosses, nous av.ons essayé 
·d'obtenir 20 cabosses par arbre à partir de pollinisations manuelles. Cependant. 

pour certains arbres, no'us n'avons ,..pas pu obtenir le nombre désiré de cabosses. 

·Ainsi, le nombre de cabosses par arbre varie entre 5 et 20. 

Les caractères des fèves peu variables au sein d'un individu, ont été 
mesurés sur· 25 fèves par arbre en mélangeant toutes les fèves de toutes les 
cabosses et en prélevant un échantillon de 25 fèves au hasard. Pour le poids de 

fèves, 100 fèves par arbre,$ ont été pesées . 

. ~es ovules ont été comptés sur sept fleurs par arbre. La moyenne et l'écart 
type ont été déterminés par arbre et pour chaque caractère. 

Les données de production· sont obtenues en cumulant les différents 

passages de récoltes. Au cours des récoltes, le nombre de cabosses totales, le 
"" • 4 • 

nombre de cabosses saines, le nombre de cabosses rongées et le nombre de 
cabosses pourries sont notés. Le pourcentage de càbosses pourries a été estimé 

·uniquement pour les arbres ayant un nombre total de cabosses supérieur à 10. Les 

données de deux années de .récoltes sont disponibles, de juillet 1991 à Août 1993 

pour Divo. Par contré à Bingerville, les données de récoltes vont de mars 1990 à 

décembre 1993 . . 
Trois jeux' de données ont été analysés: un jeu pour chaque localité et un 

autre qui regroupait les arbres de Divo et de Bingerville. Dans ce d~rnier jeu· ne 
j 

contenant que des données morphologiques, les ·valeurs des arbres à Dive:;> ont été 
' ;#. • ' 

pon.dérées par la moyènne de l'ensemble des arbres de ·Bingerville en multipliant. 
~es valeurs aes arbres de Divo par la relatio·n ml /m2 où ml est la moyenne des 

arbres de Bii;gerville et m.2 la moyenne de ceux dé· Divo, afin de rendre les 
données homog.ènes. 
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5- METHODES DE RECHERCHE DE QTL 

. Trois méthodes de détection des QTL sont décrites ici: l'.interval mapping 
' 

de Lander et Botsfein (1989), appliquée dans le logiciel MAPMAKER-QTL, 

·l'analyse de variance et. la méthode des moindres carrés proposée par H~ley et. 
al.(1994). · ' 

L'INTERVAL MAPPING OU CARTOGRAPHIE PAR INTERVALLE: 

C'est une analyse basée sur la méthode du maximum qe 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 pr~sence 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 à partir duquel on accepte l'hypothèse de la présence d'un QTL. 

Afin de réduire le risque de première espèce (conclure qu'il y a un QTL alors qu'il 

y en a pas), des valeurs importantes de LÔDscore sont nécessaires dti fait que de 
nombreux marqueurs sont examinés. La valeur du· LODscore seuil adéqu~t est 

. fonction de la· taille du genome de la plante et du nombre de marqueurs. Lander 

~t Botstein (1989) ont réalisé des courbes qui permettent de choisir le LODscore 

seuil adapté ·à son matériel végétal. Chez le cacaoyer, un LODscore de 2,7 serait 
approprié selon ces estimations. Les hypothèses de base de ce m~dèle sont la 

codominance des marqueurs QTL et l'absence d'épistasie entre ~arqueurs." 
l.:utili~ation de l'interval mapping suppose la normalité de la distribution .. 

des caractères car une perte de puissanc.e de déteétion survient en cas de non 
. . 1 

normalité:' ; . ' 

MÉTHODE D'ANALYSE DE VARIANCE 

C'est une .analyse de· marqueurs p~is individuellement, qui ne ~îent pas 
" . . . 

compte des autres marqueurs. A partir d'un modèle linéaire simple de type . 

Y;=m+ Si + eij où Y, est la valeur phénotypique au Io.eus marqueur,, m est la 

moy~nne générale due au fond génétique, gi est l'effet dû au génotype du 

marqueur e·~ eij l'effet. ~e l'environneme11t, on effectue une analyse de variance 
qui permet de tester l'hypothèse d'égalité· des moyennes des différents génotypes 

. ' 
du marqueur 'par un test F. Soller et. al. (1976) suggèrent l'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) préco~isent ~na 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 première espèce à 0,05 pour chaque comparaison. 

Cependant, en diminuant le risque de première espèce on .augmente celui de 
deuxième espèce et l'on péut ne pas pouvoir détecter des QTL alors qu'ils existent 
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réellement. Nçms 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 marqueurs sont analysés un à un dans l'analyse de variance alors que 

dans l'inter~al. mapping,_ l'informàtion apporté~ par deux marqueurs a
1

djacents 
' . . ' 

es~ prise en, comp.te et les double~ recqmbinaison sont prises en compte. De plus, 
l'interval m(lpping dé~ermine la position probable du QTL. Cependant, alors que 

l'in.terval mapping peut être influencée par une distribution n~n normale des 

caractères quantitatifs, la· méthode de l'analyse de variance apparaît plus robuste .. 

R,0dolphe et Lefort (1993) considèrent que dans le cas d'un~ F2 ou d'un backcross, 

l'inte_rval mapping est plus puissant que l'analyse de variance lorsque les 

caractères o,nt une dist~ibution normale. parvasi 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 méthodes peuvent être complexifiées pour tenir compte de 

certaines situations possibles: au liau de r,echercher un seul QTL par intervalle de 

· . deux mar'queurs, on peut présumer qu'il en existe plusieurs (Jansen, 1992) à effets 

faibies et qui peuvent être lié,s(Rodolphe et Lefort, 1993). Certains auteurs 

considèrent aussi des effets de dominancè des QTL(Hayashi et Ukai, 1994). En 

matière d'analyse individuelle de locus, on peut également tenir compte de la 

dominance et de l'épistasie entre marqueurs QTL. 

LA MÉTHODE DES MOINDRES CARRÉS 
-

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 de!? modèles complexes mais plus réalistes avec 

une simplicité de calculs (plusieurs QTL, plusieurs aJlèles, effets des.QTL non liés 

etc .. ). Cette qléthode des moindres carrés serait aussi applicable à l'interval 

mapping et serait plus puissante que la méthode du maximum de vraisemblance. 

Dans tous les cas1 la taille des popula,tions et l'importance de l'effet du· QTL 
agissent sur l~ pouvoir de dé~ection des QTL (Darvasi, 1993). Soller et al. (1976) 

ont ainsi déterminé par interval 1!1apping que pour détecter un QTL qui était 

:responsable de 1 % de la variance phénotypique totale, il fallait des effectifs très 

importants par classe de génotype du marqueur en•fonction de la dominance au 

locus Ç2TL-·Cminimum fi~ 525 en situation· de b~ckcross_ dans laquelle le '.QTL est 

dominant); çi.insi, il faut des effectifs importants afin de pouvoir détecter des QTL 

à êffet faibles. D~ pl~s, ces effe~tifs dbivent être plus. importants par cl~sse de 
génotype. du m"arqu~ur_ pour un baçkcross q':1e pour une F2 si ~n veut avoir la 

même 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 à l'aide du 

log~ciel MAPMAKER-QTL (Lincoln e{ al 1993) qui utilise l'i.nterval mapping 
simple et un 'programme_ d'analyse· de variance élaboré par A. Charçosset. Ceci 

·permet dè confronter le~ résultats avec ceux obtenus par MAPMAKER-QTL. 

Tous les caractères morphologiques analysés préséntaient une distribution 

·normale (Voir annexe). Quelques caractères agronomiques n 1avaient pas une 

distribution normale: ce sont les dégâts de mirides et le nombre et le pourcentage 

de cabosses pourries. 
Le LODscore seuil pour déclarer la présence d'un QTL dans un intervalle de 

deux marqueurs a été fixé à 2 afin d'être moins stricte pour détecter un nombre 

impor~ant 'de QTL. Les e'ffets 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 permetten~ d'estimer l'additivité et la. dominance 
au locus QTL. Pour l'analyse de variance, le risque a a été fixée à 5 /1000. 

La descendance utilisée pour la recherche de QTL est une· descendance 
· pseudobackcross, analysée selon un modèle de backcross pour les marqueurs 

moléculaires mais pour ce qui concerne les QTL, les ségrégations ne sont pas 

· forcement d~ type backcross. C'est m:te sftuation qui devie~t de plus en plus 

fréguente aveè l'établissement·de cartes génétiques chez les espèces allogames où 
les locus QTL peuvent être sous forme homozygote ou hétérozygote. Nous" avons 

chercher à évaluer quels types d'effets génétiques sont détectés.dans ceÜe 
1 

situation. Il· fàut envisager plusiel,lrs génotypes du QTL chez les deux parents. 
Cer~ains n.ê présentent:pas d'intérêt car ils sont non informatifs: c'est le cas d'un . 
çroisement au sein duquel il n'y· aurait pas de ségrégation pour le QTL Nous 

• · avons recerlsé. cfnq types de_ croisements o~ il y a ségregation du marqueur ~t d~ 
QTL. 

, 

Soient m1 et m2, lès deux allèles d'un marqueur, qi et q2 ceux d'un QTL, r 
la fréquence de recombinaison entre, le marqueur et ie QTL, a la valeur du 

génotype q1q1, .. a la valeur du génotype q2q2 'et d la valeur de qJq2. Nous 
~éveloppons les relations suivantes en rtous inspirant des formules de Asins et 
Carbonel1(198,8), les seuls ·génotypes possibles au marqueur pour la femelle et le 
mâle sont mJm1 et m1m,2: 

Cas 1 et Cas 2: 
Qu~tre génotypes. sont prodÙits polir chaque croisèment mais au niveau du 

·marqueur, seuls deux sont· observés. 
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-
-
-
-
-
-
-

m1m1q1q2 x m1m2qiq1 

. ' 
Fréqùences . Génotypes Valeur 

l/4(1-r)2 mim1q1q1 a 

1/4(1-r)2 m1m1q1q2 d 

1/4(1-r)2 mim2q1q1 a 
1/4(1-r)2 ·. d 

' 

m1m1q1q2 _x m1m2q2q2 

" Fréquences Génotypes Valeur 

1/4(1-r)2 mim1q1q2 d 

1/4(1-r)2 mim1q2q2 -a 

1/4(1-r)2 mim2q1q2 d 
1/ 4(1-r)2 -a 

Si tous les QTL étaient sous ces formes, il serait alors imp~ssible 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'agît là de c~s de backcross classiques: 

-

-
-
-· 
-. 
-
·-
-
-
-

m1m1q1q1 x m1m2q1q2 m1m1q2q2 x m1m2q1q2 

' ' Fréquences Génotypes Valeur Fréquences Génotypes Valeur 

1/2(1-r)2 m1m1q1q1 a 1/2(1-r)2 mim1q1q2 d 

1/2(1-r)2 mim2q1q2 d 1/2(1-r)2 mim2q2q2 -a 

. 1 /2 r(l-r) m1m1q1q2 · d 1/2 r(l-r) mim:1q2q2 -a 

1/2 r(l-r) mim2q1q1 a 1/2 r(l-r) mim2q1q2 d 

Dans èes deux cas, le contraste donnerait les relations suivantes: . ' 

Y(m1m1) - Y(m1m2) = 0,5(1-r)(1-2r)a - 0,5(1-r)(1-2r)d ' . ' ' 

Y(m11I\1) ... 'Y(m1m2) = 0,5( 1-r)(1-2r)a + 0,5(1:-r) (1-2r)d 

· On estime des effets génétiques dus à l'additivité et à la dominance du QTL 

ma~s on ne peut pas séparer. les deux types d'effets. Par contre si l'on fait 

l'hypothèse d'absence de doïninance au QTL on n'estime alors que de l'additivite. 
Cas 5 ~ 

m1m1q1q2 x m1m2q1•q2 

Huit .génot:Ypes 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 

gén9types du marqueur permet d'estimer ·a, l;effet additif: 
1 

·Y(m1m1) - Y(m1m2) = 0,5(1-r)(1-2r)a 
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UF676 UPA402 Effectifs 
Moyenne Ecart type C.V. Moyenne Ecart type C.V. 

NBOVULE 42.8 2.09 4.88 50.3 2.98 5.92 1 6 
PDCAB 504.18 213.52 42.35 337 ,31 ,.89.09 26.41 16 
LGCAB 157.81 27.36 17.34. 121.31 6.88 5.67 16 
DIAMCAB 82.1 10.09 12.29 72.4 6.88 . 9.50 1 6 
PVIDE 385.12 143.5 37.26 228.67 '53.08 23.21 ~ 6 
NBFEV 26.08 9.88 37.88 36.6 10.04 27.43 16 
PFF 119 .06 72.89 61.22 122~93 54.62 44.43 16 
PFEV 298.3 46.26 15.51 151.3 20.25 13.38 100 
LGFEV 30.47 1.64 5.38 23.56' 2.72 11.54 25 
EPFEV 10.32 1.32 . 12.79 6.91 0.9 13.Q2 25 

· Tableau 22: Valeurs des parents pour .divers caractères morphol(>giques 

NBOVULE 
PDCAB 
LGCAB 
DIAMCAB 
PVIDE 
NBFEV 
PFF 

' 
PFEV 
LGFEV 
EPFEV 

à Bingerville (ns= non significatif; ** significatif à_ 1 pour-1000) 

Ul7676 
Moyf;)nne Ecart type C.V. 

- -
1000.6 203.57 20.34 
219.5 18.76 8.55 
98.43 6.81 6.92 

717 .87 178.40 24.85 
43.87 3.13 7.13 

282. 75 41.07 14.53 
285.7 16.62 5.82 
28 .. 11 1.00 3.56 

10 2.70 27.00 

.. 
UPA402 
Moyenne ecart type 

- -
553.75 109.49 
151.7· 8.45 . 

83.4 6.15 
374.15 77.06 
49.05 4.26 
179.6 36.37 
165.3 11.54 
24.2 0.62 
6.32 1.6 

. . . 

C.V. 

19.77 
5.57 
7.37 

20:60 
8.69 

20.25 
6.98 
2.56 

25.32 

. Effectifs 

-' 
1 !)-20 
16-20 
16-20 
16-20 
1 p-20 
16-20 
100 
25 
25 

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

\ 

-
-

Différence 

** -
ns 
** 

** -
** 

;, * -ns 
•• 
* .. -* *' 

-
-

Différence -
-

"* -•• 
•• 
** .. 
•• 
** 

•• -** 

•• -

-
-
-
-
-
-



-· 
-
-
-
-
-. 
-
.. 

-
-
-
-

.... 

-
-
-
-

. . 

Fréguences Génotyees Valeur Fréquences Génotypes Valeur 
1/4(1-r)2 . mim1q1q1, a 1/ 4 r(l-r) ~im1q1q2 d 
1/4(1-r)2 mim1q1q2 d 1/4 r(l-r) mim1q2q2 -a 
1/4(1-r)2. Il)-1m2q1q2 d 1/ 4 r(l-r) m1m2q1q1 a 
1/4(1-r)2 ~tm2g2g2 -a 1/ 4 r(l-r) mim2g1g2 d 

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

Y(m1m1) - Y(m1m2) = 3/2(1-r)(l-2r)a 

Cette relation qui ne contient pas dè 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'hypothèse 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 
paramètre R2 qui est aussi le coefficient de détermination. C'est le rapport de la 
somme de~ carrés du marqueur et d·e la ~omme des carrés totale. è'est R2 qui 
permet d'évaluer l'importance de l'effet du QTL . 

B -RESULTATS 

· 1- CARACTERISTIQUES MORPHOLOGIQUES DES DEUX PARENTS 
' UPA402 ET UF676 
. Les ca:actères morphologiques mesurés sont variables· entre les deux 

parents (tableaux 22 et 23) dans les deux locali~és. Certains caractères sont très 
~ 1 ' " • ! 

variabl~s au·sein d'un il)dividu: il s'agit du poids de fèves fraîches(PFF), du poids 
de ~àbosses(PDCJ\~) et du nombr,e defèves par cabosse (NBFEV). D'autre.s sont 

peu varia~les: nombr.e d'ovules par ovaire (NBOVULE) et longueur de fèves 

(LGFEV). Il existè une différënce significative e~tre les deux parenJ;s pour ·la quasi 
totalité des caractères et lè parent UF676 est supérieure à UP A402 pour tous les 
caractères à l'exception du nombre de fèves par cabosse ·e.t du nombre d'ovules 
par ovaire. 

2- CORRELATIONS DES CARACTERES 
Les coefficients de corrélations entre les différents caractères, sopt données 

dans les tableaux 24 et 2~. A 5% et 1 % , ces coefficients sont souvent significatifs. Il . 

apparaît ainsi· que de nombreux caractères morphologiques sont corrélés: une 
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NB PDCAB LGCAB DIAMCAB PVIDE ·NBFEV PFF 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 0.52 

LGFEV 37 0.39* o.n 0.52** . 0.23 0.09 o.56** 0.02·· 

EPFEV 37 0 0, 15 -0,056 '0.09 -0,34 '-o, 15 0.17 0.03 

NBOVULE 46 0, 14 -0.024 0.2 0.013 0.28 0.33* . 0.15 O.H -0.31 * 

NB SAINES POURCAB TOT CAB NIFIDES " 
POURCAB. 50 0.67** 

TOT CAB 50 0.99** 0.74 .. 
.. 

NIFIDES 41 0.14 0.18 0.15 

%POURCAB 44 -0.16 0.59 .. -0.07 . -0.021 . 
Tableau 24: Valeurs t;tes coefficients de corrélations entre· les caractères à Bingerville 

(NB est le nombre d'individus analysés pour chaque caractère : *significatif à 0.05 et •• significatif à 0.01) 

PDCAB 
LGCAB 
DIAMCAB 
PVIDE 
NBFEV 

PfF 
PFEV 
LGFEV 

EPFEV 
NBOVULE 

POURCAB 
TOT CAB 
%POUR CAB 

NB PDCAB LGCAB DIAMCAB 
25 

25 0.44* 

25 0,91 ** 0.17 
25 0,92** 0.38" 0.00·· 

25 0.46* 0.33 0.36 

25 o. 12·· 0.38* o.s0·· 

25 0.35 0.16 0.41 * 

25 0.42* -0.14 a.sa·· 

25 -0.04 0.29 -0.12 

36 0.39 0.46* 0.38** 

NB SAINES POURCAB TOTCAB 
·3 7 0.43* 

37 0.98** 0,55 .. 
33 -0.11 o.s2·· -0.049 

PVIOE NBFEV PFF PFEV. 

0.16 

0.4 0.81** 

0.15 0.47* 0.6 

0.32 0.43* 0.18 o. 12·· 

-0.05 -0.17 0.17 0.49** 

0.24 0.34 0.54** 0.58** 

· Tableau 25: Valeurs des coefficient de corrélations entre les caractères à Divo 

.. 

LGFEV 

0.13 
o.s5·· 

(NB est le nombre d'individus ·aaalysés par caractère et .. =significatif à 0.01, ·=significatif à 0.05) 
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EPFEV 

0.2 

-
-
-
-
·-
-
-
-
-
.. 
-
-
-
-· 
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for.te corrélation· ·existe entre le .poids de èabosse, la longueur d~ cabosse, le 

dia.mètre . de caposse, le poids vide, et le poids de feve fraîche. Par contre la 

corrélation d.es · caractérisÙques des cabosses et celles des fèves est moin·s 

importante. Le nombre· d'ovules par ovaire est peu corrélé avec les autres 

càractères morphologiques. Au nivea~ des caractères agronomiques, il y a une 

èorréiation importante entre le nombre total de càbosses produites et le nombre 

~e cabosses ·pourries. Le pourcentage de cabosses pourries est quant à lui corrélé 

avec le nomb~e de cabosses pourries. 

J.. LOcALISATION DES QTL DE LA POPULATION DE BINGERVILL~ 

Les histogramme~ de distril3ution ;des caractères ·sont donnés en annexe. 

·Tous les caractères morphologiques ont une distribution qu'asi normale. Par 

interval m.apping , et avec un LOOscore seuil· de 2.7, huit régions 

chromosomiques affectan.t huit caractères ont été détectées ·à l'aide du logiciel 

MAPMAKER-QTL(tableau 26). Avec un seuil de 2, ce sont 10 régions qui sont 
détectées (t~bleau 26). Par al'l;alyse de variance et pour un seuil de probabilité de 5 
pour 1.000, 15 QTL intervenant dans la variation de 10 caractères ont été mis en 
évidence (tableau 27). Dans les de1:1x analyses, lorsque les effets d'un QTL se 

répercutaient sur plusieurs marqueurs d'un même groupe de liaison, seul le 
marqueur. ayant le LODscore le plus élevé ou la valeur de R2 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 même groupe de liaisons 

' 
· alors les màrqueurs ayant les LODscore les plus élèvés ont été notés. Pour certains 

èaractères, une seule. r~gion. chromosomiq~e a été détectée (npmbre de fèves par 
ca~osses (NBFEV), poids de fèves fraîches (PFF) etc .. ). Deux ou trois QTL ont été 

détectés pour· d'autres caractères (longueur de cabosse (LGCAB), poids d.e fèves 
1 

(PFEV) .et nombre d'ovules par ovaire (NBOVULE)). Les caractères agronomiques 
' . 
poùr lesquels des QTL ont été mis en évidence sont le nombre et le pourcentage 

de cabosse.$· pourries, et les dégâts de mitides .. Les QTL affectant le nom;bre et le 

pourcèntàg~ d.e cabos§es pourries sont loc~lisés sur lè groupe 1 (Figure 12) et· 

expliquent une part importante ae la' variation de ces. caractères (0.21-0.32). Le . 
QTL pour la sensibilfté des .arbres aux dég~ts de mirides est localisé sur ~e groupe 
2. Les caractères forterri~t corrélés ont des QTL localisés sur les mêmes groupes. · 
de liaison. Aucun qTL de la production de cabosses !l'a pu être détecté. Les 
v~leurs de R2 varient de 0.19 à· 0.34 pour les QTL .détectés· par interval mapping et 

de O.l9 .à 0.42 pour ceux détectés par analyse de variance. Ces valeurs élevées de R2 

sont normales pour les 'effectifs relativem~nt faibles utilisés par caractère et qui ne 

permettent de localiser que les Q~ à effets forts. Les effets génétiques des locus 
détectés sont variables: ·1e QTL impliqué dans la variation de la iongueur de 

~1 



Moyenne écart-type Lod max R2 effets marqueur groupe 
' 

LGCAB 141.4 14.5 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 
Pf'EV· 180.6 35.57 " 2. 78 0.33 41.42 cTcCIR2.17{-4.4) gr1 O 
LGFEV 24.71 2.23 3.37 0.34 2.63 cTcCIR86 gr~ 

NBOVULE 46.68 2.72 2.72 0.27 -2.87 · · ·CîcCJR56(-3.3}' gr5 
46.68 2.72 3.01 0.27 2.63 gTcCIR119 gr4 . . 

' 
46.68 2.72' 2.1 '.0.19 2.4 cTcCIR202 . gr5 

POURCAB 6.44 ,6.47 3.77 0.32 7.45 cTcCIR79(2} gr1 
%POURCAB .. 9.55 7.56 2.05 0.2 6.89 cTcCIR42!·+3}· . gr1. 

' Tableau· 26: c'ractéristiques des QTL révélés à Bi~ge~ville par lnterval mapping . 
(la position du Qtl est entre parenthèses) 

Moyenne écart type R2 effets Margueur groupe 
LGCAB 141 .4 14.5 0.22 -6.5 cTcCIR43 gr2 

0.42 -8.4 cTcCIR202 gr5 
PVIDE 262.28 67.6' 0.2t 30.3 cTcCIR83 gr1 

262.28 67.6 . 0.22 -29 cTcCIR202 9rs 
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 -1 7 r0PQ10/2.1 . gr9 

0.26 18.5 cTcCIR217 gr1 O • 
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 gT.cCIR119 gr4 
0.24 1.42 cTcCIR68 gr5 

POURCAB 6.44 6.47 0.28 7.45 cTcCIR79 gr1 
%POURCAB 9.55 7.56 0.22 3.23 cTcCIR77 gr1 
MIRIDE 1.24 0.79 0.21 0.35 gTcCIR135 gr2 

Tableau 27: caractéristiques des QTL révélés à Bingerville par analyse de variance 
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Figure 12 : L<;>calisation des QTL détectés à Bingerville par-interval mapping 

(à droite les QTL à effets positi~s et à gauche les QTL à effets négatifs) 
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-· Moyenne écart type R2 effets .marqueur groupe Lod ma> 

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) gr9 2.05 
DIAMCAB 80.18 6.68 0.41 -8.6 cTcCIR98(4) gr8 2.29 
PVIDE 328.79 80.95 0.43 114.6 cTéCIR228(8) gr9 2.73 .. 

0.41 -105 cTcCIR98(8) gr8 2.12 
ÈPFEV 7.97 0.79 0'.41. 1.03 gTcCIR136 gr4 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 cTcCir203{-1.5} gr8 2.29 -

Tableau 28: caractéristiques des QTL révélés à Divo par lnterval mappi_ng 
avec un LODscore seuil de 2 (la position du QTL est entre parenthèses) -

Moyenne écart type R2 effets Marqueur groupe. 
•• PDCAB 4_69.35 106.7 0.57 75.08 r0PP14/0.4 gr8 

LGCAB- 153.96 11.22 0.35 7.1 gTcCIR10~ gr9 
DIAMCAB 80.18 6.68 0.63 4.78 rOPP14/0.4 . gr8 .. 
f>VIDE 328.79 80.95. 0.56 54.15 r0f?P14/0.4 gr8 
EPFEV 7.97 0.79 -0.41 -0.48 cTcCIR237- . gr3 
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 gr1 O 

•• -. 
Tableau 29: caractéristiques des QTL révélés à Divo, par analyse de variance 

avec un seuil alfa de 0.005 -
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cabosse a des effets positifs sur le marqueur cTcCIR202 du groupe de liaison 5 

quand ils sont estimés par interval mapping alors qu'ils sont négatifs sur ce 
même marqueur lorsqu'ils sont estimés par analyse de variance. De même , les 
effets du QTL affectant le poids de fèves fraîches sont positifs sur ·le marqµeurs 

gTcCIR149 mais négatifs sur r0PM3/0.8, tous les deux marqueurs faisant partie du 
groupe de liaison 2 (Figure 12). 

4- LOCALISATION DES'QTL DE LA POPULATION DE DIVO 

Comme à• Bingerville, des _QTL ont été détectés pou~ la majorïté des 
caractères mprphologiques et agronomiques (tableaux 28 et 29). Aucun. QTL dè la 

production .en cabosses n'a pu être déteçté. Les QTL affectant les caractères de 
... t ' l 

càbosses ef de fèves sont localisés sur les groupes de liaison 3, 4, 8, 9 (figure 13) .. 

Po.tir les mêmes caractères, les régions· chromosomiques impliquées sont 

différentes· de _celles. détectées à Bingerville. Aucun ·QTL décelé à Divo n'est 
identique à cèu~ de Bingerville. A Divo, les valeurs des R2 varient de 0.26 à 057 et 
sont généralement plus élevées que celles de Bingerville. Un QTL du diamètre de 

cabosse a été détecté à Divo alors qu'aucun n'avait pu être mis en évidence à 

Bingerville.: A Divo, deux régions chromosomiques dont les effets sont opposés 
sont impliquées dans la variation du pourcentage de cabosses pourries. Elles 

expliquent au total 73% de la variation de ce caractère (tableau· 29). Comme à 
' Bingerville, les effets g~nétiques ·de certains QTL sur les mêmes. marqueurs 

·peuvent être positifs ou négatifs selon la méthode d'estimation (par exen;iple, le 
nombre de cabosses pourries). 

5- LOCALISATION DES QTL AU SEIN DE LA POPULATION COMPOSITE 

Pour ·1es caractères 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 caractère 

analys~. Des QTL ont été détectés pour tous les caractères de cabosses mais pas 
pour tous les· caractères de fèves (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 déjà été Ç.étectée 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 seiri de la populatfon composite 
pour ce car'actère. Pour le nombre d'ovules par ovaire, trois régions 

chromosomiques sur les groupes 2, 4 et 6 ont été détectées dont deux avaient aussi 
ét~ détectées à Bingerville. Aucun QTL de 'la longueur des fèves et du poids de 
fèv;es n'a pu être détecté dans' cette analyse conjointe alors qu'une région ayait été 
détectée à Bing~rville et à Divo. Lès valeurs de R2 varient de 0.11 à 0.27 et s.ont 

' . 
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Figure 13 : Localisation des QTL détectés à Divo par interval mapping 

(QTL à effets positif à droite et QTL à effet.négatifs à gauche) 
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- Moyenne écart·tl·2e Lod max .R2 effets margueur grouee 
LGCAB 140.92 13.11 2.72 . 0.19 11.55 cTèCIR202 gr5 .. 

- 2.50 0.20 11.70 R3I gr8 - PVIDE 261.35 '66.30 2.15 0.16 52.51 cTcCIR202 gr5 
2.78 ' 0.20 -54.44 cTcCIR83 gr1 

pff - 149.11 43.69 2.38 0.17 36.50 gTcCIR137 gr1 O 
. - 2.36 '0.22 -40.82 IDH gr4 

NBOYULE 46.49 2.54 2.18 0.11 1.72 gTcCIR119 gr4 
' - 2.66 0.14 1.87 gTcCIA149 gr2 

- Tableau 30: caractéristiqu~s des QTL mis en' evidence à Divo et Bingerville 
par lntervai' mapping avec un. LODscore seuil de 2 
( la position par rapport au marqueur est donnée entre parenthèses) -

- Mo}'.:enne écart tïee R2 effets Margueur grou2e 
PDCAB 409.45 97 .69 . 0.16 -36.60 gTcCIR146 gr4 

• 0.17 -36.60 cTcCIR202 gr5 - LGCAB 140.92 13.11 0.27 7.46 R3I gr8 
0.24 -5.83 cTcCIR202 gr5 

DIAMCAB 73.07 6.18 0.18 2.43 r0PP14/0.4 gr8 - PVIDE . 261.35 . 66.30 . 0.19 29.56 cTcCIR83 gr1 . 
0.20 15.94 cTcCIR202 gr5 
0.18 -26.40 gTcCIR150 gr9 - NBFEV 39:47 8.26 0.16 3.43 IDH gr4 

PFF 149 .11 43.69 0.20 -18.90 gTcCIR146 gr4 
- 0.18 18.49 gTcCIR137 gr1 O ... PFEV 0.15 -13.00 gr2 

EPFEV 7.83 1.03 0.20 -0.38 cTcCIR51 gr~ 
1 

NBOVULE 46.49 2.54 0.:13 -0.89 gTcCIR149 gr2 ·- ' . 0.13 -0.94 gTcCIR119 gr4 · 
0.11 0.85 gTcCIR116 gr6 · 
. 

. 
. . Tableau 31 : ~aractéristiques des O!L détectés à Divo et Bingerville 

- par analyse de variance avec ùn seuil de 0.005 . 

-
-
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. . 
globalement inférieures à celles estimées par l'analyse des données de Divo et de 
celles de Bingerville. 

c .. DISCUSSION 

Il est impbrtant de souligner que du fait de la taille .des popui~tions 
utilisées' cette recherche de QTL est exploratoire et que les résultats l).écessitènt 
une .confirmation par l'utilisation .d'une population de taille plus importé}nte. De 
plus, pour'' poùvoir estimer tous les effets génétiques des QTL (additivité et 

· dominance),' il s'avérera nécessaire d'effectuer la recherche sur une population F2 

mais chez. les espèces allogames fortement hétérozygotes à cycle reproductif long, 

ces descendan.ces sont difficiles à obtenir èt de plus en plus de cartes gé'nétique~ 
~ 

sont établies à partir d'individus hétérozygotes. 

Cette recherche' de QTL a été effe~tuée sur des popuiations d'effectifs faibles. 
Elle est comparable à celle réalisée par Keim et al ( 1990) sur une population F2 de 

s?ja comportant 60 individus et qui a permis de mettre en évidence de nombreux 
QTL sur des caractères ·variés. Ces auteurs avaient alors montré que des . 
populations de taille raisonnable pouvaient servir à la recherche de QTL selon les 

·objectifs fixés. Par ailleurs Edwards et al (1992) ont effectué une recherche d.e QTL · 

sur une s~:ms populatio~ de 187 plantes' F2 de maïs ex.traite d'une population 

·complète de 1776 individus sur laquelle avait été effectuée 'auparavant une 

recherche de QTL à partir d'une carte génétique comportant 17 marqueurs 
enzymatiques. Leurs résul~ats ont montré que 17 associations· sur un total de 20 
significatives dans l'échantillon réduit l'avaient aussi été au sein de la population 
complète. Il y avait donc une concordance des résultats au niveau de la détection 
des mpfque{irs, par contre le~ effets génétiques pouvaient être mal estimés. Dans 

notre situation; la carte génétique qui .a servi de support à la recherche de QTL est 

dense, aussi, mise à part la perte de puissance de détection due à l'effectif, les effets 

génétiques. devraient être esti:i;nés 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 caractères(~l i % ). Les valeu~s de R2· sont . 
souvent plus élevées à Divo, qu'à Bingerville mais les valeurs du LODscore sont 
plus importantes à Bingerville. La capacité de détection de QTL étant une fonction . . . 

·de ,l'effectif de la population, i.l est normal que seuls les QTL à effets forts aient été 
détectés. Chez. le maïs, Beavis' et al. (1991) ont mis en évidence à paTtir d~. deux 

. 1 

popula,tions de 112 et 144 individus,· des régions chromosomiql!.es responsables de . . . 
73 % de la vari;:mce. Pour des caractères à forte héritapilité, des QTL à effets faibles 
pe:uvent au§si ·être détectés à parti:r de populatiçins d'effectifs raisonnables. Ainsi, 
il a été. poss~ble chez li maïs de mettre en év.idence 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 cer~ains caractères, il n'a pas été possible de détecter plus d'un QTL par 
caractère alors que généralement quatre à six régions chromosomiques sont 

détectés pour chaque ca~actère ( Paterson et ~l, 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 <?TL au sein du génome pour un caractère 

donné, .d.e nombreux QTL à effets faibles et peu à effets forts interviennent sur .le 

caractère (Ed'w.ards et al, 1987; Edwards et al., 1992) .. Nos résultats, surtout ceux 

obtenus par. ·l'analyse séparée des donnéès de .Bingerville et de Divo, peuvent 

donc s'èxpliquer par la :s~ule identification d~s QTL à effets forts étant donné les 

effectifs des. popùiations. D'ailleùrs, lorsque les effec~ifs ont été augmenté par 

l'analyse de l'ensemblè des données de Div9 et de Bingerville, le nombre .de QTL 

détectés par caractèr~ a ~ussi augmenté. Il faut rappeler qu'avec un risque de 

première espèce de 0,005, utilisé pour l'analyse de variap.ce, il était possible de . . 
conclure à l'existence de QTL dans 0,8 cas sur les 16$ pour un caractère donné bien 

. ' 

que ceux-ci n'existeraient pas réellement. 
Au ni~eau des deux environnem~nts (Divo et Bingerville), différentes 

régions chromosomiques ont été m~ses en évidence pour les mêmes caractères. 
Aucun QTL commun entre Divo et Bingerville n'a pu être révélé 'lorsque l'on a 

analysé les données des ·.deux lieux \sépar~ment. Ceci montre qu'en fait plùsieurs 

. QTL sont impliqués dans la variation d'un caractère, mais qu'il 11'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 problème 

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). 

· 1.es eff~ts des QTL détectés sont très variables. Pour la majorité des 

caractères, on s'attendait à obtenir des effets positifs dus au parent UF676 . Selon 

les populations utilisées, les effets étaient plus ou moins conformes à 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. 
J:?'autres études font état de situations dans lesquelles les phénotypes dans::.:..fa 

, parentaux attendus dans la descendances ne.sont pas observés (Dirlewanger et al, 

1994: Lefèbvre, 1994) et ils les. expliquent par la présence de plusieurs allèles de 

QTL. Plusieurs QTL interviennent sur un caractère quantitatif donné. Certains 

ont .des effet~ positifs et d'autres ont des effets négatifs. Au sein d'un groupe de 
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liaison, plusieurs QTL peuvent exister. mais pourraient ne pas être 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 à prédire ~a valeur d'un g~notype. 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 

d·es QTL a été estimée de manière assez pré,cise. Certains QTL sont localisés à la 

position du marqueur: dans ce cas, la ·fréquence de recombinaison est nulle et 
selon les formul~s dérivées pour ~otre situation, la différence enfre les .. deux 
classes de génotypes du marqueur sera: 

Y(m1m1) - Y(m11n2) = 3/2(1-r)(1-2r)a= 3/2a 

au lïeu de a-d obtenu tj.ans des conditions· de panmixie (Falconer,1974). Alt fur et . . . 

à mesure qu~ r a~.gmente l'additi~ité d.iminue. . 
Certa~nes régions chromosomiques sont impliq:u.ées dans la variation de 

plusieurs caractères qui sont par "illeurs .fortement corrélés. Ils confortent .nos . . . 
résultats. C'est le cas des:QTL affectant les caractères des cabosses détectés dans 

. toptes les analyses. Certains caractères peu corrélés sont. ~ffectés par les mêmes 
régio~s chromosomiques et c'est le cas du QTL affeçtant la longueur de cabosse et 

de celui .impliqué dans la variation du nombre d'ovules par ovaire à Bingerville. 
j !. 1 . 

n, pourrait. s'agir en fait _d'effets pléiotropiques comme mis en. évidence par 

Mansur et al (1993) chez le soja et _par Veldboom et al. (1994) chez le maïs, ou 

d'effets de QTL m~ltiples liés. Dans le cas d'effets pléiotropiques l'introgression . . . 
rapide de caractères est possible, pa{ contr~ dans le cas da liaisons entre plusieurs 
QTL, il peut s'avérer nécessaire de rompre ces liaisons s'ils ont de:s effets inverses. 

· Les deux caractères agronomiques les plus importants pour lesquels des 
QTL ont été· mis en évidence sont la pourriture des cabos!)es dans les deux 
localités et les dégâts de mirides à Bingerville. Ce sont des caractères qui n'avaient 

pas une distribution normale et dont la détection par int.erval mapping pouvait 

en être. affectée. Cependant, pour ce qui concerne la pourriture des cabosses, aussi 

bien l'înterval. mapping que l'analyse de variance ont pu détecter les mêmes 

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 même zones chromosomiques 
sont de nouveau mises en évidence. Les effets génétiques de ces QTL sont 
importants: .à Bingerville, ils favorisent la pourriture des cabosses. A Divo, les 
qeux QTL mis en évidence pour le pourcentage de cabosses pourries à l'aide de 

. l'analyse de variance ont des effets opposés"lorsqu'ils sont estimés par analyse de 

variance et pa·r interval mapping. Etant donné que c'est le génotype du parent 

mâle UF676 qui •a été cartographié,. on peut conclure que ce c~one contient des 
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gènes de la sensibilité et de la résistance à la pourriture qui s'expri:rpent dans un . 
environnemef1:t où la pression parasitaire est importante. Etant donnée 

l'influence de la non normalité des caractères sur l'estimation des effets 

génétiques par interval mapping, il est probable que l'estimation faite par analyse 

de varian·ce soit . plus proche de l'effet réel. Ainsi à Divo,· la région 

chromosomique responsable de la pourriture provoque une réduction assez 

importante du nombre de cabosses pourries (-3.29). Il apparaît dès lors que pour le 

:n:ême caractère, des effets positifs et négatifs peuvent être détectés selon le milieu 

. et que l'effet additif observé est la résultante de tous les effets. 

Les dégâts dus aux mirjdes n'ont pas une distribution normale mais une 

régîon chromosomique a été mise .en évidence par analyse de variance sur le 

groupe· 2. S~n effet est important et indique un accroissement de la sensibilité 

due au parel).t UF676 mais l'absence de répétition dans un autre milieu ne permet 
l. • T 

pàs de .tirer'des conclusjons sur l'effet du milieu: 
L'utilisation de deux mét,ttodes d'analyse a permis d'appréhender les 

limites de. chacune d'.elles. L'analyse de variance marqueur par marqueur s'est 
avérée efficacê dans la déteëtion de QTL ,pour. les caractères 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. 

fV- CONCLUSION 
En matière de cartographie génétique, le choix des marqu~urs RAPD au . . . 

détriment d'autres marqueurs es~ souv~nt dû à l'absence de polymorphisme 

~ntre les deux parents de la population de cartographie car les RAPD révèlent en 

général plus de polymorphisme que les RFLP et les isozymes ainsi qu'un manque 

d'équipements nécessaires aux analyses moléculaires. Cependant, le caractère 

dominant des marqueurs RAPD les rend peu propices à des cartographies 

génétiques de certaines populations comme les F2. De plus, certains auteurs ont 

montr~ la non universalité des cartes établies au moyen des RAPD car les groupes 
de liaisons peµvent varier d'un croisement à un autre (Fauré, 1993). Aussi les 

cartes RAPD sont souvent de portée limitée et ne peuvent être valorisées que 

dans des cas où une descendance est particulièrement intéressante pour certains 
caractères 'et sur laquelle on peut rechercher des QTLs. Par contre; les RAPD 

peuvent servir à 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 caractères intéressent le sélectionneur du cacaoyer: ce sont 

. des caractères liés à la qualité du cacao marc:hand, 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 fèves ont une forte héritabilité: dans ce cas, la sélection phénotypique 

est efffcace •mais le cycle de sélection est long. D'autres caractères tels que le 

rendement so.nt complexes et sont très influencés par le milieu. Pour ces 

caractères des schémas de sélection plus complexes et plus longs sont utilisés. 

L'apport des marqueurs peut être appréciable à différentes étapes du programme, 
en particulier celui de la cartographie des QTL qui permet de" décortiquer 7 des 

caractères complexes en leurs composantes plus simples pour connaître. leur 

importance relative dans l'expression du caractère. Quelle que soit l'héritabilité 

~u caractère, la possibilité d'accès à l'information génétique par l'intermédiaire de 

. marqueurs liés aux QTL peut aider dans le ohoix des stratégies de sélection. 

Dans cette analyse exploratoire ·et bien que de faibles effectifs aient été 

utillsés, il a été pC!>ssible de détecter des QTL pour la plupart des caractères analysés 

et en particl;llier pour des caractères importants tels que la taille dès fèves,· la 

pourriture des' cabosses et les dégâts de mirides_. Dè's qu'une confirmation de ces 
• t ' ! 

résultats atfra été obteque, il sera possible d'envisager d'introduire l'utilisation de . 

ma.rqueur dans la sélection de ce.s caractères au cours des différentes étapes de la 

sél~ction récurrente r~ciproque en cours en Côte d'ivoire (Paulin et al, 1993). La 

pourriture dés 'cabosses est essentielleme·nt .due au Phytophthora, agent de là. 

pourriture brune des calfosses. Cependant plusieurs facteurs biologiques et du · 

milieu peuvent intervenir dans la résistance. La résistance à la pourriture brune 

des cabosses ainsi que celle aux mifides ont fait l'objet de plusieurs études 

notamment. au Came{oun et en Côte d'ivoire. Des clones résistants au 

Phy,tophthora ont été identifiés grâce à des· tests réalisés sur. cabosses et sur 

feuilles en la'boratoire. Cependant, la corrélation entre la résis.tani:e mise en 

·évidence au laboratoire,. encore appelée résistance intrinsèque et la résistance au. 

champ n'est pas toujo'urs facile 'à 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 très 

procha. du marqueur, il seraÙ possible de faire un tri précoce efficace, dès qu'il y 
aurait suffisamment de feuilles pour réaliser des analyses RFLP permettant 

d'optimiser la sélection pour ce caractère. Ces analyses compléteraient les tests sur 

feuilles et sur cabosses réalisés en laboratoi!e. Par ailleurs, il serait possible de faire 

synthétiser des amorces spécifiques de la région et de réaliser des amplifications 
par PCR pour vérifier la présence ou l'absence de l'allèle conférant la résistance 

au Phytophthora. 
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Introduit dans le programme de sélection récurrente réciproque à différents 

niveau, le tri précoce permettra de séleètionner les géniteurs résistants pour 

constituer les pools de populations à améliorer pour d'autres caractères. Si la 

diffusion de matériel clona! est envisagé, les associations des QTL avec les 

marqueurs' pourront servfr à sélectionner au sein d'une descendance, les 
individus répondant à certaines normes. 

Pour rendre l'utilisation de marqueurs moléculaires plus accessible au 

sélectionn.eur, il sera utile de transform~r les marqueurs RFLP en marqueurs 
PCR, utilisable en routine. Les perspectives de ces recherches sont ·nombreuses 

surtout pour une plante dont le cycle de génération est long. Ces recherches 

nécessitent d'être poursuivies afin de cartographier un grand nombre de QTL et 

faciliter ainsi la tâche du sélectionneur . 

. . 
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CONCLUS ION GENERA LE 

RAPPEL DES PRINCIP.AUX 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 . 
obten:ûs par ~·autres méthodes d'évaluation de la diversité mettant en jeu 

caractères morphologiques, ou marqueurs RFLP. L'intérêt était de pouvoir ainsi 

tester les potentialités de ces marqueurs RAPD pour évaluer et gérer les 

ressources génétiques du cacaoyers. 
Après une étape préliminaire de mise au point de la technique des RAPD, 

mises au point importantes pour obtenir une stabilité des fragments amplifiés 

~ans nos conditions expérimentales, nous avons étudié la diversité génétique de 

106 clones de diverses origines et nous .avons comparé les résultats à ceux 

obtenus en utilisant les carac;tères morphologiques et les marqueurs RFLP. En 

acc'ord avec les oonclusions de ces deux types d'étude, l'existence de deux grands 

groupes de cacaoyers que sont les Forastero et les Criollo a de nouveau été mise 
• 1 • ' • 

en évidenc~ .. Ces groupes ont été mis en évi9.enée par l'analyse de tous les 
• ' • r 

fragm~nts "amplifiés P.Olymorphes mais aussi· par un. nombre plus réduit de 

m~rqueurs .corn~~pondants aux ~équences répétées identifiées par hybridation. 
Ces groupes bien différenciés et variables correspondent probablement à une 

différenciatio'n ~ancienne ët l'interfertil.ité ~ntre ces deux groupes a donné 

naissance à 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 ain.si que ceux 

classés ·usu~llement co,mme Forastero. Une proportion élevée de clones bien 

éla~sés par rapport à la classification morphogéographique a donç été obtenue par 
l'utilisation des ~arqueurs RAPD. Par ailleurs, contrairement aux autres 

. marqueurs, les RAPD ont permis de révéler une différenciation assez marquée. 

du groupe des Forastèro 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 l'EquateÙr dont les génotypes SCAVINA qui apparaissaient 

particuliers selon les analyses RFLP et les génotypes NACIONAL. De même, les 

génot~pes 'GUYANAIS, qui se distinguent par leur morphologie et par les 
marqueurs RFLP 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 très prqches de quelques génotypes en provenance du Brésil. 

·Les Trinita rio sont les. plus variables et leur variabilité reflète leur ~rigine· 
hybride. Ils s'associent soit avec le~ Forastero Bas Amazoniens (CC39, TJl, MTl 

·etc .. ), soit avec les Criollo (CNS23 ACU85, UF221, ICS89 ). Le clone PA35 qui en 

Côte 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 

considÇrés: 'les Forastero Haut Amazoniens, les Forastero Bas Amazoniens et les 

Criollo. 

L'étude des paramètres génétiques de la diversité révélée par les RFLP a 
montré qu'il y avait peu d'allèles par lqcus 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 

· di~ersité et un poly~orphisme élevé. ·Un pourcentage non négligeable 
d'aµtofécondàtion a lieu aU: sein de ce groupe qui est préférentiell.~ment 

1 

allogam~. Cependant peu de locus sont fixés. Au contraire, au sein des Forastero 
Bas· Amazoni~ns autogames, un nombre import<;tnt de locus sont fixés, la 
diversité génique y est moins élevée ainsi ·que le taux de polymorphisme ,détecté. 
Une. certai~·e consangumité y est présente et·un .pourcentage élevé de locus sont à 

l'état homozygofës. Les Forastero Hai.J,t A~azoniens sont bien différenciés des 

Forastero ·Bas. Amazoniens él,U niveau des ~réquences géniques. Les Criollo et le? 
Trinitario sont· très prpches et ·u.ne 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 groupes. Ainsi pour toutes 
. . 

ses éaractéristiques moléculaires, la population de cacaoyers de la Haute 

1mazonie apparaît comme le meilleur'. représentant de l'espèce et la Haute 
Amazonie· est probablement le centre de diversité de l'espèce mais rien ne 

permet d'affirmer que les Criollo 'proviennent des Forastero sur la bases des 

analyses moléculaires. ·. 
\ . 

Au niveau des génotypes individuels une grande variab~lité existe quant 
·au nombre de locus hétérozygotes dans chaque groupe. Ainsi, on trouve des 
clones à l'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'~st pour 25 sur 26 locus. Au sein des 
Forastero ~as Amazoniens. les génotypes les clones Guyanais possèdent de 

nombreux locus à l'état homozygote de même que les clones Bas Amazoniens du 
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Vénézuela. Au sein des·Criollo le génotypes BOC et PV6 sont homozygotes pour 
26 et 27 locus pur les 27 analysés. 

Les analyses de cartographié réalisées n'ont pas abouti à la construction 
·d'une carte génétique saturée en marqueurs RAPD sur la descendance UP.f\,409 x· 
POR. Néanmoins les m~rqueurs RÀPD développées ont. permis de compléter la 

·carte génétique réalisée~ sur la descendance UPA 402 x UF. 676 en utilisant 

plusieurs types de marqueurs. 

La localisation de locus intervenant dans la variation dè certains caractères 

quantitatifs étaient un autre objectif de nos études. L'analyse de la descendance 

UPA 402 ~ UF 676 a per.qlis de localiser des QTL pour certains caractères 

agronômiques importants comme la résistance à la pourriture brune des cabosses 
et la résistanèe aux mirides. La pqurriture brune des cabosses est l'une des 

maladies principales de la cacaoculture en Afrique et notamment au Cameroun 

qui limite.la capacité de production de ce pays. L'amélioration génétique par la 

sélection de génotypes tolérants à la pourriture se he~te à la difficul.té de corréler 
la tolérance à ~a 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 car.actère. Aucune mé~ode fiable de sélection précoce de 
gériiteurs basée sur des tests de tolérance à la pourriture brune n'est encore . . 
disponible à ce, jour. Nous avons. détecté des facteurs de la sensibilité à la 

pourri~q.re chez le clone UF676 localisés sur les groupes de liaison 1 , 8 et 10. De 
même, un QTL de la sensibilité aux mirides a été localisé sur le groupe 2 et près 

du · marquéur gTcCIR135. Des QTL ·inter.venant dans l'expressi'on des 

caractéristiques ~~s fè~~s et des cabosses ont aussi été mis en évidence sur les 

groupes 2, 3, 5, 8 et 9 . . 

PERSPECTIVES 

Une des raisons de l'utilisation 9-'un nombre limité ·de génotypes dans les 
programmes d'amélioration du cacaoyer dans ie monde malgré la richesse 

~énétiqÙe de cette espèce est l'insuffisance de connaissances sur les clones 

maintenus en, collection. En effet, les données morphologiques sont longues à 

acquérir et les marqueurs enzymatiques à cause de leur nombre limité, sont peu 

·utilisés. Le développem~nt des marqueurs RFLP est récent et la technologie n'esr 
\ . . 

pas facilement utilisable en routine. A côté des marqueurs enzymatiques, les 
·RAPD apparaissent comme pouvant aider dans l'évaluation de's collections. Les 

RAPD révèlent de la variabilité intra et intergroupe et nous semblent adaptés à 

l'étude de la diversité génétique au sein des différents groupes de cacaoyers. Ceci 
est possible grâce à l'existence de bandes spécifiques des différents groupes. Dans 
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notre analyse de la diversité, 49 marqueurs RAPD ont été utilisés mais il est 

possible. de réduire le nombre de marqueurs et obtenir les mêmes informations 

19rsque le nombre de grbupes à analyser est réduit. Le polymorphisme révélé par 

les ·RAPD · es.t important et devrait permettre l'évaluation dé la diversité 

génétique des génotypes· même apparentés. La simplicité de la technique PCR 

rend possible une util~isation en routine 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 à aborder 

après les diverses études globales de diversité génétique est l'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 à confirmer. La révélation et 

la caractéri~ation de sous populations particulières permettront de mettre en 
• évidence des caractéristiques intéressantes pour le sélectionneur. L'étude de la 

diversité de toute l'espèce introduit un biais par le choix des génotypes et masque 

les particularités de certaines populations . 

Une voie à explorer est l'étude de ·la distance génétique estimée par les 
marqueurs moléculaires et le phénomène d'hétér.osis observé d.ans certains 
croisements. Çes études ont été réalisées chez certaines espèces et ont permis 

d'établir des corrélations fiables qui peuvent être utilisées dans le choix des 

géniteurs. Grâce aux études moléculaires, il ~st dorénavant possible d'accéder aux 

génotypes de .nombreux clon~s. Il devient alors possible· d'établir une relation 

entre le degré d;hétérozygotie des .parents et l'hétérogénéité des descendances 

qbtenu.es. Si une telle relation existait, il serait alors possible d'utiliser les 

géniteurs quasi ·homozygotes mis en évidence dans tous les groupès pour la 

créâtio~ ct,e · d~scenda~c~s homogènes proches. des hybrides Fl, souhaitables 

surtout pou{ l'ho~ogénéité des caractè~es de.qualité du produit marchand. 

Au· 11iveau de la sélection du cacaoyer, la. tendance actuelle· est à 

l'utilisation des'. méthodes ·de sél€lction i:écurrente réciproque .qui permettent 

aussi bien une améliqration intrapopulation qu'interpopulation tout en 

p~rmettant des sorties variétales à différentes étapes du ~ycle. Ces schémas de 

sélec~ion partent de populations sources possédant certaines caractéristiques 

généraleme~t complémentaires. En Côte 9-'Ivoire où un programme de sélection 

est en cours depuis quelques années, deux populations de base appelées AO et BO 
regroupant d'une part les Bas Ama,zoniens et Trinitario et d'autre part les Haut 

.Amazoniens et les -Criollo ont été constituées. D'après les résultats de ~otre étude. 

de diversité, les groupes les plus éloignés. sont les Forastero Haut Amazoniens et 

Jes CrioUo, et les hybrides entre ces deux groupes devraient exprimer un 

maximum d'hétérosis. En pratique, cela reviendrait à récréer des Trinitario, par 

un choix judicieux des parents. Les divers groupes présentent de la variabilité 
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Aussi, nous proposons l~ création de trois populations de base· constituées de 

Forastero Haut Amazoniens, de Forastero Bas Amazoniens et de Criollo. Les 
• 1 • 

Trinitario seraient intégrés aux Criollo, On rechercherait· au sein des Forastero 

Haut' A~azoniens les qualités de précocité, de vigueur, de productivité et de 

tolérance aux aléas. Chez les Bas Amaz~niens, ce seraient l'adaptabilité et la 

tolérance aux ·aléas qui seraient rec~erchées. Quant aux Trinitafio et Criollo, ils 
.apporteraient les qualités· de fèves. Au sein d'un groupe donné, il sera' nécessaire 

d'étudier par les marqueurs RAPD< un n?mbre important de génotypes àfin de 
.déterminer l'importance de la variabilité 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 permettra de disposer des 

génotypes présentant les meilleures caractéristiques de chaque groupe. Ainsi 

pourront être sélectionnés des Criollo proches des Trinitario et présentant une . 
bonne Vigueu~ ainsi que de la tolérance aux aléas. La réalisation de croisements 
entre clones ainsi sélectionnés et· leur évaluation aboutira à la sélection 
d'hybrides présentant· une bonne productivité associée à une bonne tolérance aux 

aléas ainsi· qu'à de bonnes qualités de fèves. Les associations des locus QTL avec 

les marqueurs moléculaires pourraient être utilisées pour optimiser les 

. différentes étapes de ce schéma. Par ailleurs , l'on pourra suivre l'évolution de la 

variabilité au cours des cycles de sélection. 
Les QTL mis en évidence dans nos études l'ont été en utilisant· des 

descendances d'effectifs faibles,. Étant donné l'intérêt de la descendance UPA402 x 
UF676, il faudrait poursuivre ces ét.udes en analysant cette population pour des 

caractèr-es plus ciblés dans une perpective d'amélioration génétique par . . 

l'utilisation de' nombreux individus. Ceci est possible car cette descendance se 
trouve dal)s. plusieurs essais de dèscenda~ces e~ Côte d'ivoire et. se trou~e aussi . . . 

dan$ d'autres p~ys . On pourra par ailleurs étudier les interactions QTL/ . . ' 

énvironne·ment et évaluer de manière plus juste s'il· convient d'entreprendre 

une sélection àssistée. par ma:rqueurs sur le .cacaoyer pour tous les çaractères. 
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Annexe 1: Extraction d'ADN total 

Pour S g de fe~illes sèches broyées répartis dans 16 tubes: 

. 
Citrate de sqdium 0.2 N, pHS 260ml 

. EDT A SOOIIJ.M, pH S 40ml 

50520 % 
. 

" 20ml. · . 

Mercaptoéthanol pur ' 2ml 

- 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 µg de proteinase K à 12.5 mg/ml. 

- Incuber 1 he~re au bain marie à 50 <lC avec agitation, puis 20 min à 6,5 °C. 

·-Ajouter 5 ml d'acétate de potassium SM, pHS et incuber 15 min à 0 °C . 

- Ajouter 9 ml de PCIAA' ( Phénol-chioroforme: isoamylalcoof 25-24:1). 

· - Centrifuger 1 heure à 4200g, prélever la phase aqueuse et y ajouter 9 ml 

d'isopropanol: bien mélanger doucement. 

- Prélever la pélote d'ADN à l'aide d'un hameçon en verre et la laisser 

reprendre une nuit à 4 °C dans 500 µl de tampon de reprise(TrisHCl 50mM 

pHS, EDTA lOmM). 

- Incu~er à 37 °C pendant 20 min avec de la ribonucléase Tl à 25 mg/ml. 

- Ajouter 100 ·µl d'acétate de sodium 3 M pHS et 1 ml d'éthanol absolu et 

incuber 1 heure à 4 ° C, 

- Centrifuger 20 min à 12000 g , rincer le culot avec 1 ml d'éthanol SO % et . . . . 
récentriguger pendant 5 min. 

- Sécher le culot à l'air libre et le résuspendre dans 500 ·µ1 de TE (TrisHCl lOmM· 

pHS, EDTA lmM). La pureté de l'ADN obtenue est suffisante pour réaliser des 

· réactions RAPD. 

.. 
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Annexe 2: PROTOCOLE D'AMPLIFICATION D' ADN PAR LA PCR(.RAPD), 

-Décongeler un tube d'eau ultra pure, le tampon de réé!:ction, les solutions 
d'ADN, les primers et les nucléotides · · 
-Mettre en marche le block thermique 
-Numéroter les tubes et préparer une solution mère avec les réactifs dans 
l'ordre et les quantités suivants: 

Pour une réaction de 25 ul par tube 

Volume Concentration finale 
Eau 8,7ul 
Tampon 10X 2,5 ul X 

MgC12 1,5 ul 1,5 mM 
NTP. 2 ul 200 uM 
Primer 5 ul 0,2 uM 
Taq 0,3 1,5 unité , 
ADN 5 ul 2.5ng 

NB: avant d'ajouter la Taq, bien vortexer la solution n:tère. Après avoir 
ajouter la Taq, bien mélanger en penchant plusieurs fois le tube (ne pas 
vortexei:-) , 
Centrifuger la solution et distribuer 20 ul de la solution mère par. tube puis, 
ajouter 5 ul d''ADN à 0.5 ng/ ul . · 
-Recouvrir le mélange d'une. goutte d'huile minérale ultra pure et me~tre 
les tubes dans la machine . Amplifier à l'aide du programme ci- dessous .. 

Programme d'amplifièation sur machine Techne PHC2 

1. cycle: 94 °C pendant 5 mn 
36°c pendant 45 s 
72 °c pendant 'i mn 

45 cycles 94 °c pendant 50 s 
36°c pendant 45 s 
72 °c pendant 2 mn 

1cycle94 °c pendant 50 s ' 
· 36°c pendant 45 s 

72 °c pendant 10 mn 
4°c pendànt 30 H 

.. 

Préparer un gel d'agarose dans du TBE à 1,4%. A la fin.du programme 
d'amplification ajouter 1/10 du volume de réaction de Bleu Stop (lOX) à 
chaque tube pour arrêter la réaction. 
Deposer les produits d'amplification dans le gel et les foires migrer à 100 V 
pendant 2 à 3 heures. Colorer le gel pendant 20 min au BET et le 
photograhier sous U.V. · 
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Annexe 3: PrQtocole d'extraction d'ADN pour analyses RFLP 

· Pour 4 g de feuilles fraiçhes 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 ml 0,16N 

EDTA 800mM, pH 8 3 ml 70mM 

SDS 10 % 1 ml 1,25 % 
• 

Bisulfil:e 

Incuber sous agitation à 65°C pendant 2 heures 

Ajouter 8 ml d'acetate de sodium SM pH s· et laisser 5 min dans la glace 

Ajouter 20 ml de chloroforme: isoamylakool 24:1 .(CIAA), centrifuger 40. 

min à 3500g · 

. ~ecupérer la phase aqueuse et mettre dans le même volume d'isopropanol 

. Récupérer la pelOte dans les trois tubes d'extraction et y ajouter 4 ml de TE . 

Laisser reprendre à 4 °C pendant une sèmaine. 

- dissoudre 10.3 de chlorure de césium dans du TE et ajouter à l'ADN: 

ajuster· le vol.urne à 12 ml avec du TE. 
. . 

- Transvaser dans un tube à scelle! avec 300 µl q.e b'romure d'éthidium à 10 

mg/mi. . ·· ,. . 

- ~entrifuger à 40000 g pendant a\l moins 40 heures. 

· ~ Récupérèr.la bande .d'ADN soùs rayonnement U.V. 

- Eliminer le oromure d.'éthidium avec dti butanol-1 saturé en TE . 

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

- Centrifuger à 10000 •g pendant 30 min et laisser reprendre.dans 500µ1 de TE . 
pendi:lnt au moins 72 heures . 
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Annexe 4: ~réhybridations et hybridations 
. . 

La préhybridation et l'hybridation sont faites à 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 
14.SxSSC X 36- % 13.8 ml 
Dextran 

-20x5SC 5ml 

-formamide 25·ml 

-Denhart50 5ml 

20xSDS 
.. 

1.25ml 
ADN de sperme de 150 µl 
hareng 

marquage . 
pour un volume final de 50 µl 
-50 ng de sonde dans 28 µl d'eau 
-4 µl de primer · 

·. 10 % de dèxtran .. 

6x 

50% . 
Sx 
0.5% 

.25 µg/ml 

faire bouilUr pendant 5 min / laisser refroidir (2 rnn) et ajouter 
-10 µl de tampon d'enzyme . · . 
-2 µl d'enzyme polymerase 
- 4 µl oc32PdCTP 

-
... 

• 

. 

•. 

. .. 

incuber 1Hà37°C puis ajouter 
-250 µl de TE 
faire bouillir pendant 5 min / mettre dans la glace pendant 5 min et ~élanger à 
la solution d'hybridation. , . ' 
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Annexe 5 

Digestion enzymatique d'ADN 

Pour chaque digestion d'un volume final de 100 µl 
· ·7µg d'ADN par digestion 

- 10 % de tampon d'enzyme soit 10 µl 
- 5 % de spermidine 40 mM soi~ 5 ml 
- 5 ,3 ribonucléase Tl à 25mg/ml soit 5 ml 
- 5% de BSA soit Sµl · 
-1 ml}mg d'!=ndonucléase dosé à 10 unité par ml 
- Eau stérile pour completer le volume à 100 µl 
Incuber une ·nuit à 37 °C . 
P·urifier l'AbN ·digéré a.vec: 

, -1 volume de Phénol:chloroforme:isoamylalcoel (PCIAA) 
. -.centrifuger pendant 20 min à 1200bg · .. 

-précipiter av~c l /20 volume de NaCl 5 Met 2 volumes d'éthanol absolu 
-laisser reposer 30 min à-20 °C · · 
-centrifuger 20 min à 12000 g , récupérer le culot et resuspendre dans du 20 µl 
de TE. 

tran~ert sur membrane 

I;ncuber le gel pendant 10 min dans du.Hel Ô.25N 
Rinçer à l'eau distillée 
Incuber 30 min dans Na OH 0.4 N . . 
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 paqu~t de papier Kleenex. Poser sur l'ensemble 

· . une plaque de verre. 
Laisser transférer toute la nuit. Rincer la membrane dans du 2xSSC et la sécher 
entre deux papiers absorbants (La·membran~ peut se conserver sèche). 



Annexe 6 

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

Faire u.n gel avec de l'agarose à bas point de fusion à 1.2 % dans du TBE 
faire migrer à 100 V pendant quelques heures selon la ~aille du fragment et 
colorer au BET . 

Récuperer sous U.V. le fragment à l'aide d'une paille et d'une pipette (ne pas 
exposer trop ~ongtemps aux U.V.) 

Con,server au réfrigêrà.teur. 
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-· Ànnexe 7 

- CLONE PDCAB 'NBFEV ·LGCAB DIAMCAB PVIDE CORTEX 
ICS54 NBOBS ' 31 31 23 23 23 23 

- Moyenne 653.9 32.84 '183.74 89.39 517.35 47.91 
~art type 156.14 10.31 18.72 5.67 112.74 '10.42 

ACU85 NB"OBS. 103 103 '26 26 26 26 
Moyenne 365.8 27.83 156.85 76.19 303.35 45.73 - écart type· 107.24 11.56 17.17 7.4 88.14 15.45 

UPA402 NBOBS 26. 26 . 24 24 24 24 
Moyenne 295.9~ 30.12 118.63 73.33 209 44.58 - écart type 89.86 12.72' 11.76 ' F·6 6.88 62.58 

IMC67 NBOJJS 56 35 26 26 26 26 
Moyenne 791.41 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 525.57 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 
Moyenn~ 394.9 28.5 157.08 80.04 342.73 58.23 - éê\lrt type 106.15 13.21 17.35 5.78 79.91 12.82 

IFC15 NBOBS 14 14 14 14 14 14 
Moyenne 393.71 38.64 145.29 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 35.78 208 95.12 706.85 55.58 - écart type 164.44 ·7.53 20.37 6.()4 170.43 15.73 

ICSlOO 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 2~ 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' NB OBS 100 100 26 26 26 26 " 

MoY,enne 440.74 31.44 171.77 81.73 371.27' 49.85 .. 
· écart type· 124.91 11.73 11.66 3.6 56.26 8.75 - T60/887 NBOBS. 103 103 i6 26 26 2q 

Moyenne 422.37 33.91 153.23 83.23 353.92 50.27 
,écàrt type 81.0'2 ' 8.99 9.76 4.15 65.56 10.47 - P32A NBOBS' 36 36 27 27 27 27' 

MoyennG: 328,.86 26.92 135.44 71.37' . 249.85 40.67 

écart type 62.42 9.08 11,.2 3.55 40.04 8.41 - R15 NBOBS 16 16 16 16 16 16 . . Moyenne 519.5 . 40.5 170.87 84.56 365.37 23.38 
écart type rn2 4.72 18.64 6.4 85.49 9.67 

IFC19 Points 17 17 17 17 17 17 

Mean 771.59 45.35 195.24 91.94 570.59 41.76 

écart type 199.97, 3.41 20.-38 5.73 169.93 6.93 - SPEC16Q. NB OBS 37 37 26' 26 26 26 

·Moyenne ' 651.35 27.65 175.92 93.35 558.35 42.85 

écart type 175.84 10.13 19.21 7.94 140.15 13.54 

-
CARACTERISTIQUES DES CABOSSES 

' PVIDE=poids vide en g NB OBS=nombre d'observations' 
LGC:AB=longueur de cabosse en mm · DIAMCAB=diamètre de cabosse en mm 
CORTEX~épaisseur de cortex en mm 
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Annexe 7 suite -

CLONE PDCAB NBFEV · LGCAB DIAMCAB PVIDE CORTÊX 
P19A NBOBS 50 50 27 27 27 27 -

Moyenne 326.08 27.8 154.22 72.7 ' 270.81 62.93 
écart type 82.25 1,2.22 14.58 5.57 61.16 9'.6" 

P13B NBOBS 68 68 27. 27 2~ 27 .. 
Moyennè 261.22 25.63 141.89 67.07 225.15 39.89 
écart type 60.35 8.43 10.77 3.73 41.44 6.78 

M081 ·NBOBS 101 101 34 .34 0 34 .,, 
Moyenne 565.75 43.37 193.62 98.82 0 51.24 
écart type 200.17 11.54 17.97 8.95 0 '16.61 

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 9.36 5.71 80.41 12.4 

IFC413 NBOBS 104 104 26 26 26 26 -Moyenne 303.87 33.35 155.73 72.81 200.62 24.46 
écart type 62.96 7.39 15.36 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 

DRl NBOBS 27 27 24 24 24 24 
Moyènne -601.22 36 192.08 85.54 437.08 34.92 
écart type 112.56 7.64 17.32 5.24. 82.91 10.05 

. SF23 NBOBS 26 26 22 22 22 22 
Moyenne 389.46 39.5 135.32 81.05 275.91 27.09 -
écart type 82.57 8.76 15.75 5.24 61.46 8.25 

NA32 NBOBS 101 101 26 26 26 '26 
Moyenne 400.3 35.59 '151.88 ' 78.38 310.38 44.54 -
éCart type 76.24 8.21 10.48 4.25 48.12 11.55 

IFCS NBOBS 101 101 42 30 30 30 
Moyenne 423.86 38.55 146.45 81.5 316 26.37 -écart type 77.74 5.17. 11.41 5.12 70.4 '8.05 

UF667 NBOBS 102 102 28 28 28 26 
Moyenne 674.12 33.33 174.36 94.93 520 '45.73 -écart type 144.4 '9.33 13.26 6.42 113.79 14.23 

MATl-6 NBOBS '84 78 26 26 26 26 
Moyenne 408.89 34.76 131.08 86.96 359.42 42.19 -écart type 86.67 7.47 9.97 4.2 49.95 11.97 

SNK12 · NBOBS 100 100 26 26 26' 26 
Moyenne 938.79 .. 40.61 219.15 105.42 905 • 61.81 -écart type 201.01 6.63 17,28 7.04 201.7.6 15.24 

. ICS60 NBOBS 34 34 30 26 26 26 
Moyenne 673.53 38.88 210.17 88.27 : 475.69 ..41.92' -' 1 186.54 8.93 ' 28.31 7.34 143.34 8.78 ecart type 

M098 NBOBS 37 37 32 26 26 ' 26 
Moyenne '796.22 50.05 180.38 99.35 623.58 48.27 -~art type 173.55 15.34 19;61 . 4.23 112.1 9.29 

SCA6 NBOBS· 91 91 26 26 26 26 
Moyenne 462 44.95 173.81 79.62 397.35 51.35 • . écart type ' 115.15 10.63 12.11 6.57 ·95.19 10.53 .. 

CARACTERISTIQUES DES CABOSSES 
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·- Annexe 7 fin 

·-
CLONE PDCAB NBFEV LGCAB DIAMCAB PVIDE CORTEX. 
MOQ413 NBOBS 76 76 27 27 27 27 

·- Moy~nne 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 

LAFl NBOBS .16 16 16 16 16 . 16 - Moyenne 496.31 28;75 159.88 84.06 354.06 34 
écart type 131.27 10.14 16.94 8.16 82.78 8.57 

A~15NBOBS 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 5.18 102.89 14.05 
M09 NBOBS 30 30 27 27 27 27 

·- 'Moyenne 462.3 37.23 164.37 85.41 370.93 42.85 
ecart type 1 138.57 10.61 18.72 7.22 109.15 i2.73 

PA13 NBOBS 34 34 24 27 27 27 . .. 
- Moyenne 410.56 18.85 166.08 76.48 359.04 67.48 

écart type . 168.53 12.09 18.61 7.93 124.89 17.82 
LAF3 NBOBS .. 20 20 20 20 20 20: 

Moyenne 432· 33.55 146.05 80.7 327.65 45.55 .. 
.écart type 

. . . 99.59 5.07, 14.43 5.49 89.63 11.42 
UJ> A620 · NB OBS' • 108 108 27 27 27 27 

Moyenne ~ 526.28 .35.97 ~65.74 88.78 450.78 53.15 .. 
écart type 98:11 . 8.52 10.39 4.07 90.59 13.2' 

• . EQX107 NBOBS 34 34 26 26 26 26 
Moyenne 541.82 17.71 177.35 77.5 .477.81 96.35 .. écart type 198 10.56 31.26 8.07 159.63 20.74 

SFl NBOBS 105 105 27 ·27 27 ' 27 
Moyenne. 298.47 36.46 143.1,1 74.7 238.04' 28.96 ... écart type 81.44 13.43 12.62 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 94.79 12.57 

ICS39 NBOBS 103 ~ 103 27 27 27 27 
Moyen~e 496.6 35.6 204:3 87 451.15 51.67 

'"' écart type 124.9 8.87 16.52 5.86 91.4 13.94 
IC589 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 NBOBS 50 50 26 26 26 39 

Moyenne 334.4 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 NB•OBS 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 22.8 6.44 88.88 13.19 

P7 NBOBS 70 70. 26 26 26 26 

Moyenne 423.6 28.94 154.42 83.69 385.12 . 47.19 

écart type 109.5 11.46 14.82 5.98 85.89 12.23 

CARACTERISTIQUES DES CAB~SSES 



Annexe 8 

CLONE PFEV ' LGFEV EPFEV · 
M09 NbObs 102 f02 102 

MOYS\INE 13.02 204.97 83.745 
écart type 1.4957 17.174 8.8~63 

LAF3 NbObs 100 100 100 
f 

8S.32· MOYENNE ' 16.79 231. 78 
écart type . 2.4049 18.916 11.582 

UPA620 Nb.Obs '104 104 104 
MOYENNE 

1 

20.635 240 .14 83.942 
écart type 2.2167 13.:154 12.843 

SF-1 NbObs 1.02 102· 102 
MOYB:-JNE 13.461 221.91 67.559 
écart type 2.4,763 20.933 10.867 

ICS39 NbObs 102 102 102 • 
:94.175 MOYENNE 28.343 28f.41 

écart typ~ ·4.3361 21.107 1· 1 :528 
' UPA401 NbObs 103 103 . 103 

. MOYENNE 17.291 239.97 77.029 
écart type 1.6606 16.08 1 13.189 

ICS89 NbObs 101 101 101 
MOYENNE 24.832 248.68 94.832 

· écart type 3.2468 22.292 14.826 
ICS95 NbObs 104 104 104 

MOYENNE 17 .125 221.35 90.394 
écart typa 2.3676 12.85 9.94 

PA121 NbObs 108 108 108 
MOYENNE • 15.269 216.91 81.241 
écart type 1.3983 11.877 9.2745 

IMC31 NbObs 104 104 104 
MOYENNE 17.077 251.41 60.885 
écart type 1 .9443 15.594 9.9262 

MOQ647 NbObs 102 102 102 
MOYENNE 19.431 258.57 82.647 
écart type 2.6829 22,.488 11. 1 98 

P19A .Nb Obs 104 104 104 
MOYENNE . 13.519 221.7 72.894 
écart type 1.6778 16.634 8.5103 

P13B NbObs 105 105 105 
MOYENNE 11 .324 19q.7 6.7 .143 
écart type 0.12945 1 .6172 1.0718 

EQX1.07 . NbObs 92 ·92 92 
MOYENNE 16.554 219.37 97.25 
écart tl'.~e ~. 7149 10·.a23 9.9423 

LGFEV=longueur de fève en. mm PFEV=poids de fève en g 
EPFEV=épaisseur ~e fève en mm 
NB. OBS=nombre d'observations 

CARACTERISTIQUES DES FEVES 
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·-
·- Annexe 8 (suite) .. 

·- ' CLONE PFEV LGFEV EPFEV 
MP,81 NbObs 100 100 100 

·- MOYENNE 12.48 ~05.41 81.12 
écart type 1.9095 13.876 9.911 

AÇT2~11 NbO,bs 100 1.00 100 

·- MOYENNE 15.71· 224.61 82.38 
écart type 2.2261 19 .. 6.11 11.408 

R15 NbObs 101 101 101 

·- MOYENNE '·20.4 .. 75 246.5 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 22.962 12.137 

IFC6 NbOb,s 1.00 100 100 

·•. MOYENNE 17~01 224.68 97.79 
écart type 3.3288 22.186 11.913 

DR1 NbObs· 100 100 · 1 o·o - ' MOYENNE 25.68 255.79 104.22 
écart fype ~ 3.629 '21.567 . 13.052 

SF23 · NbObs 100 100 100 - MOYENNE 15.6 231.45 83.27 
écart type 1.994,9 18.939 9.7751 

NA32 NbObs 101 101 101 - MOYENNE 13.218 211.06 68.168 
écart type 2.3221 18.309 9.6167 

IFC5 NbObs 100 1 OO 100 - MOYENNE 15.18 225.78 81.34 
écart type 2.012 17.131 6.8198 

- UF667 NbObs 100 100 100 
MOYENNE 29.2 280.69 93.82 
écart type 4.3041 19.511 15.23.4 

•• Mat1-6 NbObs 100 100 100 
MOYENNE 17.14 242.59 78:44 
écart type 1.7351 16.707 9.7404 .. ICS60 NbObs 100 100 100 
MOYENNE 29.62 280.97 97.7 

écart type 5.3669 25.39 13.162 .. · IFC19 NbObs 100 1 OO 1 OO 

, MOYENNE 21.22 249.99 88.68 
écart type 2.456 17 .057 11.401 .. ·M098 NbObs 100 100 1 OO. 
MOYENNE 15.Q1 246.71 p5.86 

écart type 2.3523 23.536 15.747 

SCA6 Nb Ob's. 100 100 100 
'MOYENNE .. 10.9 205.24 70.54 

écart type 1.5923 15.21'4 7.3256 
SPEC160-9. NbObs. ·. 1,00 100 . 1 OO 

MOYENN~ 19.64 233.13 93.62 

écart tz:~e 2.4268 16.968 13.901 
' 
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Annexe 9 (suite) -

•• 
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Annexe9 (fin) 

... 
Nom de clone No Nom de clone N° Nom de clone No Nom de clone No 
Amaz15 1 CUM214 51 ICS53· 97 IFC2 159 
EBC10 3 G8 52 ICS89 98 IFC4 160 
EQ\R 4 Hern212 53 ICS95 99 IFC5 161' 

... 
EET59 .5 ICS39 54 ICS98 100 IFC15 162 
EOX94 6 ICS60 57 IFC6 101 IFC307 163 
EOX1"07 7. ICS100 58 IFC19 104 IFC361 164 
IMC31 

. 
9 JS206 59 IFÇ413 106 MAT1-6 166 

IMC67' 1 0· La esmida 61 K5 109 Para 168 
LCT-EEN 84 1 3 LAF1 62 LAFI 7 11 0 SIAL70 170 
lCT-EEN 127. 15 LAF3 64 MOQ413 113 SIC864. 172 . . ... LCT-EEN 325 1 '7 . OC61 dl 65 MT1 116 SF23 . 173 
LCT-EEN.371 1- 8 OC73 6 7. N38 1 1 7 SPEC160/9 1,7 4 
M081. ·20 ' OC77 , 68 R15 1 1 9 UPA409 f75 .. NA32 42 PA35 69 ses 124 
N'acional 

. . 
71 23 Fœ SPA5 128 

PA13 24 FŒl . 72 SPA17 130 
" 

TJ1 ,. PA150 26 PORRQ.O. 76. 132 -
P2 28 Pvd201 ' 77 UF221 135 
P32A 30 PV2, 78 WA40 137 • SCA6 31 PV6 79 Comun Tipico 138 .. 
SCA9 ~2 SPEC185 80 ERJOH1 139 
SCA12 ~3 ZEA1 

' 
82 VENC4 140 ... T60/887 34 ZEA 206 83 ERJOH4 145 

T63/967 35, ACT2/11 85 ERJOH5 146 
T85/799 36 ACU85 86 ERJOH6 147 - ' UPA413 39 CC39 88 ERJOH9 150 
UPA603 40 CHUAO 89 ~ ERJOH10 151 
CATA201 ' 45 CNS23 92 ERJOH15 155 

•• CATA202. 48 DR1 93 GUl144 156 
CATA203 49 G23 9.4 GUl349 157 
CH031 50 ICS16 ' 96 IFC1 158 •• 

- Les génotypes e~ leurs numeros s~r 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 
EBC6 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 ! .7 \ 24 -LCT127 1 26 C5 3 27 
LCT167 1 7 Corn 1 27 
LCT202 1 1 5 EQ\R 6' 19 
LCT295 ·3 17 EEf 5 21 -
LCT325 6 21 ERJOH1 

' 
2 12 

LCT326 6 24 ERJOH10 1 1 8 
LCT355. 1 25 ERJOH10 2 11 -. 
LCT37 7 26 ERJOH11 4 24 
LCT84 3 1 7 ERJOH12 7 27 
M081 4 14 ERJOH13 10 26 
M09. 6 27 ERJOH14 .- . .3 . 27 
M098 5 20 ERJOH15 

" 

3 27 
NA32 6 25 EAJOH2 5 ' 27 -
P1 2 27 ERJOH3· '6 26 
P16 8 27 ERJOH4. 1 9 
P2 1 0 27 ERJOH5 5 . 23 -P32A . ' 3 27 ERJOH6 3 1 1 
PA13 1 1 25 ERJOH7 2 1 8 
PA150 ·o 1 1 ERJOH8 . 7. 24 

. " -PA20 5 13 ERJOH9 0 1 2 
SCA12 9 25 GUl144 0 26 
Sca6 4 27 GU1154 0 27 -SCA9 7 25 GUl346 0 26 

.. 
SP11 5 . 20 GUl349 0 26 
SPA17 7 20 MAT6 0 27 -SPA5 5 20 MAT9 1 1 3 
T60 3 22 NACIO 1 0 27 
T63 7 21 PARA 0 1 9 
T79 6 1 8 SF23 5 26 -
T85 6 21 SIAL325 0 27 
UPA401 5 19 SIAL42 8 24 
UPA413 7 21 SIAL70 -0 27 
UPA603 6 22 SC 1 25 
UPA608 4 12 VEN1 1 27 -VEN11 1 26 

VEN20 0 27 
VEN31 0 8 -VENS 1 1 7 
VENC4 3 21 ., 

' . 

.. 
Nombre de locus hétérozygotes au sein des génotypes étudiés par les ~FLP -
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Annexe 1 o 

TRINITARIO" . TRINITARIO CRIOLLO 
, HET'l;BQ TOTAL HETER0 TOTAL HETERO TOT AL 

AèT2-11 4 27 C19 
' 

4 26 B;X; 0 26 
ACU85 .u . 26 C6 ·. 5 27 Q) 3 22 
C11 8 . 26 CNS23 1 1 0 ŒO ·4 25 
C304 1 3 24: GS36 8 26 CUM14 3 24 
Ç413 8 ·27 N38 1 23 ESMIDA 5 22 
C420 7 26 RIM8 10 27 GB 8 7 
C422 1 27 SC5 9 23 CHUA0211 5 25 
C7 3 27 ses 0 23 CHUA049 4 25 
CC10 5 19 . SNK109 4 23 rm 1 25 
CC39 . 8 27 SNK12 3 23 ICS100 6 26 
CHUA0120 8 27. SPEC160 6 27 ICS40 1 0 18 
CHUA024 9 27 SPEC54 0 23 ICS60 12 17 
CNS22 3 1 è T J1 \ 5 27 1820'1 . 6 27 
DR1 7 26 .UF10 9 24 J202 ' 1 2 25 
EQX107 8 22 UF168 9 27 J206 7 26 
EQX27 9 23 UF221 1 0 27 J210 11 15 
EQX94 9 26 UF296 12 26 LAF1 9 25 
G23 5 22 UF667 1 0 27 LAF2 8 27 
GS29 8 1 9 UF676 11 27 LAF3 2 20 
GS36 9 

' 
26 WA40 0 27 OC61 3 23 

ICSH~·. 8 26 OC73 7 23 
ICS46 . 8 27 OC77 1 0 27 
ICS48 9 27 PA35 3 26 
ICS53 9 27 SPEC38 8 1 6 
ICS6 7 27 SPEC185 6 23 
ICS75 5 24 POR210 3 27 
ICS84 1 0 26 POR211 4· 27. 
ICS89 1 2 27 POB 8 26 
ICS95 5 1 4 R:C 6 27 
ICS98 9 23 Fœ 7 27 
K5 4 2'7 . POR3. 8 25 
LAFI .4 23 ffiJ 5 27 
MC>0122 3, 1 8 PV2 4 27 
MOQ216 7 26 PV6 0 25 .. 
MOQ413 4 14 07 3 26 
MOQ647 . 7 22 RQX) 1 27 

1 

MT1 .. 1 0 27. TA11 1 3 19 
' RIM105 9 23 . ZEA1 1 2 27 

' 
RIM113 1(j' 23 . ZEA206 1 27 
RiM15 • 9 . 24 PV4 4 1 3 
RIM19 8 . 24 

.. .. TA01 . 3 ·9 
RIM76 8 20; ICS39 9 26 
RIM8 1 0 27 80204 3 8 . ' CUM09 6 1 2 

' 
OC63 3 9 

Nombre de locus hété'rozygotes au sein des génotypes étudiés par les RFLP 
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Annexe 11 

. ·. 
HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A 
BINGERVILLE ' 

Poids de cabosses :PDCAB 

moyenne ·écart type 
410.09 100.39 

coefficient de dissimetrie coefficient d'aplatissement 
0.45 . -0.20 . 

. . 
-----------------------------------------------------------------------------

209.31 I******* 
259.51 1 
309.70 !****************************** 
359.90 l***************************************:i'***************,*****' 
410.09 !************************************************************ 
460.29 !********************************************* 
510.48 !************************************* 
560.68 !********~************* 
610.87 !*************** 
661.07 1 

Longueur de càbosse: LGCAB 

moyenne 
141.40 

écart type 
14.50 

coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement 

112.39 I******. 
119.65 I****** 

0.11 -0.40 

126.90 !******************** 
134.15 !*~********************************************************** 
141.40 !******************************'*** 
148.65 l*************fa************************** 
155.90' !**************************************** 
163.15 !********************************* 
170.40 1****** 
177 .65 l******I 

Diamètre de cabosse: DIAMCAB 

moyenne 
74.99 

•63.91 

écart type 
5.54 

coefficient µe clissymetrie ·coefficient d'aplatissement·· 
0.11 -0.36 . 

66.68 !************************* 
69.45 !***'******************************* 
72.22 !***************************************.** 
74.99 !*********.******************************************:********* 
77.76 !************************************************************ 
80.53 !************************************************************ 
83.29 !************************* 
86.06 I******** 
88.83 l******** 

• 

-

-
-
-
-
-
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-
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Annexe 11 (suite) 

HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A 
BINGERVILLE . 

Poids de cabosse vide: PVIDE · 

moyenne écari: type 
262.28 67 .60 

coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement 
0.48 -0.31 

127 .07 !***** 
160.87 1 
194.68 !**************** . 
228.48 !************************************************************ 
262.28 !************************************************* 
296.08 !********************* 

. 329.89 !**************** 
363.69 !**************"'* 
397.49 !******.**** 
431.29 !********** 

Nombr.e.de fèves par cabosse: NBFEV 
. . 

moyenne écart type coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement 
39.53 .. 5.96 

27..60 1 
'30.58 !****~**** 
33:57 !******:+'*:"********* 
36.55 !****************** 

-0.78 -0.09 

. 39.53 !****************~********** 
42.51 !****************** 
45.50 !*************'*********************************************** 
48.48 !****************** 
51.46 1 
54.44 1 

Poids de fèves fraiches : PFF 

.moyenne 
149.18 
65.76 1 

écart type coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement 
41.71" 0.35 -0.62. 

\ 

. 86.61 !************* 
107.47 !********************************* 
128.32 !********************************* 
149.18 !**************************************************~********* 
170.03 !********************************* 
190.89 !********************************* 
211.75 !******************** 
232.60 !****,****************. 
253.46. J****** 



\ 

Annexe 11 (suite) 

HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A 
BINGERVILLE . . ' 

Poids de fêves: PFEV. 

moyenne 
180.60 

écart type 
35.57 

coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement 

109.45 1 
127.24 1 

0.43. . -0.37 '-: 

145.03 l**************'*****************************-*'f'************-*** 
162.812 !*********************.******·************************ .. 
180.60 !*****************~************************ 
198.39 ~~****************************************************.***~~ 
216.18 !********.****************************************** . 
233;96 !************************* . 
251.75 !**'*************** 
269.54 1 

Longueur de fèves: LGFEV 

moyenne 
24.71 

écart type 
. 2.23 

coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement 

20.24 !************* 
21.36 I****** 

-0.10 -0.40 

22.47 !***********~********************~ 
23.59 !************* 
24.71 !********************************************** 
25.83 !***************************************•******************** 
26.94 !**************************************** 
28.06 !************* 
29.18 !************* 
30.29 I****** 

Epaisseur de fèves: EPFEV 

moyenne 
77.84 

5.54 1 

écart type 
1.15 

6.12 I****** 

. \ 

coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement 
1.54 4.75 

6.69 !************************** 
7.27 !********************************************** 
7. 84 I* * * * * * * * * * * * * * * * * * * *** * * * * * * * * *. ** * * * * * * * * * * * * * * * * * * * * 
8.42 !**************.******************* ' 
8.99 !************************************************************ 
9.57 !************* 
1.0.14.1 
10.72 1 

-
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Annexe 11 (suite) 

HlSTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A 
BINGERVILLE , . ·· 

.. 

Nombre d'o.vules par ov~ire: NBOVULE: . 
moyenne 
46.:68 

éaart typ.e 
2.72 

coefficient de çtissymétrie -coefficient d'aplatissement 
0.43 0.47 

41.24 1******. 
42.60 !************ . 
43.96 !****************************** 
45.32 !************~***************************** 
46.68 !****************************************** 
48.04 !************************************************************ 
49.40 !********************************:"********* . . 
50.76 !************************ 
52.12 I************ 
53.48 1 • 

Nombre de cabosse pourries: POURCâ.B 

moyenne écarttype coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement 
6.44 6.47 0.81 -0.61 

-6.49 1 
-3.26 1 
-0.03 1 
3.21 !************************************************************ 
6.44 I************ . 
9;67 !********* 
12.91 !********* 
16.14 !************** 
19.37 I******* 
22.60 1***·**** 

Pourcentage de cabosses pourries: %POURCAB 

· moyenne écart type 
9.55 7.56 

coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement 
1.03 1.09 

-5.56 1 
-L78 1 
2.QO !**************************** 
5. 78 !*********"'************************** 

. 9.55 lt*********************** 
13.33 !*******·***********************************:"***************** 
17.11 1**** . 
20.89 I*****'*** 
24.66 Î***.* . 
28.44 I******** · · 



Ann_exe 11 (fin) 

HISTOGRAMMES-DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A 
BINGERVILLE · 

Dégats de mirides: MIRIDES 

moyenne 
1.24 

écart type 
0.79 

coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement 
0.6~ -0.67 

0.05 
0.45 
0.84 
1.24 
1.63 
2.03 
2.42 
2.81 
3.21 

I**** 
I******** 
!****************************·******,************************** 
!************.**** . 
!******************************** 
!**************** 
I**** 
!******************** 
I**** 
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Annexe 12 

HISTOGRA,MMES DE I)ISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A DIVO 

Poids de caboSses :PDCAB 

Il1oyenne écarttype coefficient de dissiil1etrie coefficient d'aplatisseil1ent 
469.35 106.70 0.57 ~ -0.14 .. 

. 255 . .94 1 

309.29 !************ 
362.64 !****":******************* 
415.99 !************************************************ 
469.35 !************************************************************ 
522.70 !************************************ 
576.05 !*******************~**************************** 
629.40. I************ 
682.75"1 
736.10 !************************ 

Longueur de cabosse: LGCAB 

Il1oyenne écart type · coefficient de dissyil1etrie coefficient d'aplatisseil1ent 
153.96 11.22 0.04 -0.63 . 

131.51 1 

137.12 !************************************ 
142.73 !*****.******* 
148.34 !*********************************~************** 
153.96 !******.***************,*************** 
159.57 !************************************ 
165.18 !********.*******************************************~******* 
170.79 · I************ 
176 . .40 l***Îl<**;l'***************** 
182.01 1 . ' 

. '' ,' : . 
Diamètre de cabosse: DIAMCAB 

• · Il1oyenne é~art type 
80.18 6.68 

coefficient de dissyil1etrie coefficient d'aplatisseil1ent 
0.27 ' -0.56 

70.17 
73.51 
76.84 
80.18 
83.52 
86.86 
90.20 
93.53 
96.87 

!************ 
!************************ ' . !************************************************************ 
!************************************************ 
!~*********************************************** 
!************************ ' 
!************************ 
I************ 
!************ 



Annexe 12 (suite) 
. . 

~ISTOGRAMMES DE DISTRIBUTI9N ~~S CARA~TERES QUA~TIT A TIFS A DIVO . 

Poids de cabosse vide: PVIDE 

tnoyenne écarttype 
328.19 80.95 

coefficient de dissytnetrie coefficient Q.'aplatisseplent . 
0.96 . 0.15 . . . .... .. 

201.31 ·I · 
.241.84 !****************************************** 
288.32 I******** , 
32~19 !*~********************************************************** 
369.26 !***************** . 
409.14 !*************************;!'**************** 
531.16 I******** 

Nombre de fèves par cabosse:· NB FE V 

tnoyenne ·écart type 
36.12 10.25 

coeffïcient de dissytnétrie coefficient d'aplatissetnent 
-1.13 . 0.35 

15.62 !******************** 
20.15 I********** 
31.00 !******************** 
36.12 !****************************** 
41.25 l*******************************************************t****' 
46.31 !************************************************************ 
51.49 J******************** 

Poids de fêves fra.iches: PFF 

tnoyenne 
140.55 

52.06 1 

écart type 
44.25 

coefficient de dissytnetrie coefficient d'aplatissetnent 
-0.40 -0.53 

14:18 !************************************ 
96.31 !************ 
118.43 !************************ 
140.55 !******:****************************************************** 
162.68 !************************************ 
184.80 !************************************************ 
206.93 !************************************ 
229.05 !************ 

Poids de fêves: PFEV 

tnoyenne écart type 
171.10 26.01 

coefficient dé dissytnétrie· coefficient d'ap1atiss~ment 
-0.91 1.69 

119.56 1 
132.59 I******** 
145.63 1 
158.61 !***************** .. 
111.10 !*****************~**********************************~******* 
184.14 !****************************************** 

. 191.18 l******lf<****************** 
210.81 !***************** 
223.85 I*~****** 

.. 
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Annexe 12 (suite) 

. 
HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUANTITATIFS A DIVO 

Longueur de fèves: LGF~V 

. moyenne · écart type coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement 
243.61 18.72 0.06 -0.16 

206.16 1 
215.52 !************************ 
224.88 !************************ 
234.24 !*******************;!'**** 
243.6} !************************************************************ 
252.97 !*****~****************************************** 
262.33 !**************************~********* 
271.69 I************. 
281.05 !************ 
290.42 I************ 

Epaisseur de fèves: EPFEV 

moyenne écart type coefficient de dissymetrie coefficient d'aplatissement 
79.70 7.98 0.11 -0.59 
63.74 1 
67.73 !*****************************~ 
75.71 !********************' ' 
79:70 !************************************************************ 

1 

83.68 !**************************************** 
. 87.67"1******************** 
91.66 l******'I=*** . 
95.65 !************************~***** 

. . 
Nombre d'oyules par ovaire: NBOVULE: .. ' ' 

. moyenne . écart type coefficient de dissymétrie coefficient ·d'aplatissement 
47.21 2.32 -0;50 -0.53 

. . 
-----------------------------------------------------------------------------
42.57 I***** 
43.73 !*************,*** 
44.89 I********** 
46.05 !************************************** 
47.21 !~******************************* 
48.37 I********** 
49.53 !*****************************************************~****** 
50.69 !**************************~ 
51.85 I***** 
53.01 1 



Annexe 12 (fin) 

HISTOGRAMMES DE DISTRIBUTION DES CARACTERES QUAN'.fIT A TIFS A DIVO 

Nombre de cabosse pourries: POURCAB 

moyenne 
5.32 

-7.81 1 

-4.53 1 
-1.24 1 

écart type 
6.57 

coefficient de dissymétrie coefficient d'aplatissement 
1.43 1.08 

2.04 !************************************************************ 
5.32 !*************** 
8.61 !************. 
11.89. I********* 
15.18 1*** 
18.46' I****** 
21.74 I****** 

Pourcentage de cabosses pourries: %POURCAB 
r . . 

moyenne 
10.58 

'-12.55 1 
-6.7.7 1 
-0.98 1 

écart type coefficient.de dissymétrie ·coefficient d'aplatissemeqf 
11.57 1.85 4.34 

.. 

4.80 !************************************************************ 
10.58 !********~*****************'***************** 
16.36 !**************** 
22.15 !********************* 
27.93 !**************** 

-
-
-
-
·-
-
-
·-
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·-· 
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lViOLECULAR Mrù'...:.·~~ CEN.CT!C DPlERSITY AND QTI,s INVESTIGATION. 

RAPD markers have been used to study the genetic diversity of cocoa and 
to map the genome because they are èasy to. handle and are potentially a 
trahsferrable biotechnology. They allowed to discriminate gerrotypes into ~ree . 
distinctive groups which are Upper Aznazon Forastero, Lower Amazon Forastero 

and Criollo in agreement with current morphological arid geographical 
classification. They are therefore a good tool for classifying genotypes. 

The assessment of population genetic parameters with RFLP markers 
rev~aled an important genetic diversity within cocoa and a great allelic richness 
within Upper Amazori Forastero genotypes. Disequilibrium · was · founâ 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 be~een Upper Amazon Forastero 
and Lower Ainazon Forastero. 

QTLs affecting morph~logical_ traits and resistance to Phytophthora were 
found. Genomic regions for resistanc~ to Phytophthora were loc~ted o_n linkage 
group 1 and 8. Different regions were revealed for traits measured at two different 
geographical sites: Divo and Bingerville. 

. . 
Key words: Theobroma cacao, RFLP, RAPD, genetic diversity, population _structure, 

genetic mapping, QTL. 
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· · CONTRJL;LJTION A L'I :1·r n)E GENEH(t :~ :·:u CACAO'-' :_:R P Al~ LES MAlZQUbURS ... 

MOLECULAIRES: DIVERSITE GEN'ETIQU.E Lf IiliCHERCHE DE QTLs 

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

cartographie du cacaoyer à cause de leur simplificité et des possibilités de transfert de 

tethnologie qu_'ils offrent. Ils ont per~is de classer les génotypes étudiés en trois grands· 

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

en accord avec la classification morphogéographique. Ils se p1·esentent ainsi comme un outil 

efficace de classification. 

L'éta.de des paramètres génétiques de la diversité révélée par les RFLP a mis en évidence 

une granëe diversité génique au sein des ~acaoyers et a révélée une grande richesse allélique au· 

sein de la population de la haute Amazonie. Tous les groupes présentent des déséquilibres dus 

aù système de reproduction mais aussi à la présence très probable de sous populations. Lî0 ~ 

groupes les plus éloignés sont les Criollo et les Forastero Haut Amazoniens. Cependant urti:· 

:.,:· ;' 

; 

·:,.J) 
··~:' . 
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l 
l 

l. 

l 
J 
J 

forte différenciation génétique à. été mise en évidence entre~les Forastero Haut Amazo~ens et J 
les Forastero Bàs Amazoniens.· · 

La rech~rche àe QTL pour les caractères morphologiques e_t ceux de la résistancé au :J 
PhY.tophth~ra a permis de localiser des régions chromosomiques impliquées dans l'expression d.e · 

certains des caractères~,~tudiés. Ainsi, des QTL de' la résistance au Phytophthora ont été mis en J. 

évidence sur les groupes de liaison 1 et 8. Différentes régions chromosomiques ont été mises P.n 

évidence pour les caractères mésurés .à Divo et à Bingetville. 
-· . -

Mots clés: Theabroma cacao,. RFLP, RAPD, diversité géné~ique, s'tructure de. population, .. : .. 
J 
. .., 

cartographie génétique, QTL 
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