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Contribution a I’étude des déterminants génétiques et

biochimiques des aromes des cacaos fins d’Equateur :

Le Nacional, de la diversité aromatique de sa population d’origine jusqu’a

sa domestication récente.

Avant-propos

Les travaux de thése présentés dans ce manuscrit s’inscrivent dans le projet MUSE
Amazcacao et le projet conjoint Aromcacao qui en ont assuré les frais de fonctionnement et
font partie intégrante du module de travail numéro 3 intitulé « Etude des déterminants
génétiques et biochimiques des composants d’ardme ». Ces travaux ont €té réalisés au sein de
I’UMR AGAP institut et de ’'UMR Qualisud et en partenariat entre le CIRAD, I'INIAP
(Equateur), Valrhona (France) et Seguine Cacao/Guittard Chocolate (Etats-Unis).

La theése présentée ci-apres a été financée par I’ANR (Agence National de Recherche
frangaise) sous le programme "Investissement d’avenir" avec la référence ANR-16-IDEX-

0006. Elle est rattachée a I’école doctorale GAIA, filiere BIDAP.
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Introduction générale

Les travaux de cette thése portent sur 1’étude des bases génétiques, génomiques et
biochimiques des arémes de cacaos d’Equateur. Ils s’inscrivent dans le cadre du projet de
recherche Amazcacao dont I’ambition est de développer une approche pluridisciplinaire afin de
comprendre, en utilisant les outils de la génétique/génomique, de la paléogénomique, de la
biochimie et des sciences sociales, comment s’est effectuée la domestication des deux variétés
aromatiques anciennes de cacaoyers originaires d’Amazonie (Criollo et Nacional). Une autre
finalité de ce projet est de savoir comment exploiter la biodiversité actuelle de I’Amazonie
¢quatorienne pour y développer la culture de nouvelles variétés de cacaos fins, avec 1’aide des
populations locales, ce qui pourra leur apporter des revenus substantiels et améliorer leur niveau
de vie. Un des modules de travail de ce projet est 1’étude des déterminants génétiques et
biochimiques des composants d’aromes. C’est dans ce dernier volet que s’inscrivent les travaux

de cette these.

Afin d’étudier ces déterminants, deux populations ont été analysées. La premicre est
constituée d’individus appartenant a la variété de Nacional moderne mais également de
quelques individus de la variété de Nacional ancestrale. La deuxiéme population est constituée
de cacaoyers natifs de la région sud de I’Amazonie équatorienne, issus de prospections
effectuées dans cette région qui fait partie de la zone d’origine de Theobroma cacao et en

particulier de celle de la variété Nacional (Loor S. et al., 2012).
Ce manuscrit est réalisé sous forme d’articles. Il est organisé en cinq chapitres :

» Une synthese bibliographique faisant 1’état de I’art sur les connaissances acquises ces
derniéres années sur le cacaoyer ainsi que la description d’études sur les composés
aromatiques connus et identifiés chez le cacaoyer ;

» Un article portant sur le déterminisme génétique et biochimique de I’ardme floral de la
variété de Nacional moderne ;

» Un article portant sur le déterminisme génétique et biochimique de I’ardme fruité de la
variété de Nacional moderne ;

» Un article portant sur I’impact du processus de la domestication de la variété de
Nacional moderne sur les ardmes de cette variété ;

» Un article sur la variabilité et le déterminisme génétique et biochimique des ardmes de

cacaoyers sauvages issus de la zone d’origine du Nacional.



» Un article portant sur le déterminisme génétique et biochimique de I’amertume et
I’astringence des cacaoyers de la variété de Nacional moderne et des cacaoyers de la

population issue de la prospection en Amazonie ;

Une partie « discussion et conclusion générale », en fin de manuscrit, présente un résumé
des résultats obtenus ainsi qu’une discussion sur les limites et les résultats de ces études. Cette

partie sera suivie des perspectives envisagées a ces ¢tudes.



Chapitre 1 : Synthese
bibliographique



Chapitre 1 : Synthese bibliographique

1-Origine des cacaoyers et domestication

1.1-Historique et domestication des cacaoyers
Theobroma cacao L., est un arbre fruitier originaire des foréts tropicales humides du
nord de I’Amérique du Sud. Il appartient a la famille des Malvaceae (Bayer and Kubitzki,
2003). Il produit ses fruits sur son tronc et ses plus grosses branches. Theobroma cacao L. est
diploide (2n = 2X= 20) et possede un petit génome de 430 Mb pour la variété Criollo. Cette
taille est semblable a la taille du génome du riz (Eckardt, 2000).

Le genre Theobroma est composé de 22 espeéces mais seules deux d’entre elles sont
cultivées : 7. cacao, largement cultivée a travers le monde et 7. grandiflorum (cupuagu),
cultivée en petite quantité au Brésil notamment pour 1’utilisation de sa pulpe dans la fabrication
de boissons ou sorbets (Ministério da Educagdo, 2007). A 1’état sauvage 7. cacao peut atteindre

plus de 20 metres de hauteur.

La culture du cacaoyer (cacaoculture) s’est développée il y a plus de trois mille ans avec
les civilisations précolombiennes. Les découvertes faites sur la domestication du cacaoyer sont
intimement liées a celles faites sur les « zones de vie » des populations Olmeques (1500-400
avant Jésus-Christ), des Mayas (1500 avant Jésus-Christ - 1500 apreés Jésus-Christ) et des
Aztéques (800 aprés Jésus-Christ jusqu’au milieu du 16 siécle) (Bond, 2011). Plus
récemment, des études ont montré que les cacaoyers €taient déja domestiqués dans le sud de
I’ Amazonie équatorienne depuis pres de 5000 ans (Zarillo et al., 2018). Cette découverte est

pour ’instant la trace la plus ancienne de cacao consommeé.

C’est en 1585 que les espagnols ont apporté le cacao en Espagne et ont fait une premicre
version d’une boisson chocolatée. Les frangais, eux, planteront des cacaoyers en Martinique et
a Haiti en 1750. L’introduction de ces arbres en Afrique se fera plus tardivement. C’est en 1822
que furent plantés les premiers arbres sur ce continent, sur 1’ile de Principe, puis leur plantation
s’étendit ensuite a Sao Tomé des 1850, a partir de matériels originaires du Brésil (Bartley,

2004).

1.2-Diversité génétique des cacaoyers
La zone d’origine du cacaoyer a longtemps ¢té controversée. Pour Van Hall, (1914),

cette zone s'étendrait de la région d’Orénoque (recouvrant la partie nord des plaines orientales



de Colombie) au bassin amazonien alors que pour Cheesman, (1944), elle se situerait plutdt au

niveau du bassin amazonien colombo-équatorien.

T. cacao a initialement été classé en 3 groupes morphogéographiques : le Criollo, le
Forastero et le Trinitario. Ce dernier est un groupe hybride entre les variétés Criollo et Forastero
(Cuatrecasas, 1964). Le groupe Forastero est quant a lui compos¢ d’une grande diversité de
cacaoyers de différentes origines géographiques (Laurent et al., 1993; Motamayor et al., 2002).
Apres des études génétiques faites a 1’aide de marqueurs moléculaires, les cacaoyers ont été
classés en 10 groupes génétiques majeurs (figure 1) : Amelonado, Contamana, Criollo, Curaray,

Guiana, Iquitos, Maraiion, Nanay, Nacional et Purus (Motamayor et al., 2008).
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Figure 1: Arbre phylogénétique représentant les 10 groupes de cacaoyers. Défini par Motamayor et al., 2008.

De nouvelles prospections faites en Amazonie équatorienne ont montré une diversité
accrue et au moins deux nouveaux groupes génétiques (Caqueta et Pangui) qui pourraient
participer a la structuration de la diversité génétique de 1’espece 7. cacao (Fouet et al,

Unpublished data).



1.3-Cas particulier du cacaoyer équatorien: de la variété Nacional
ancestrale au Nacional moderne

Les populations de cacaoyers de la cote pacifique de 1’Equateur font partie des plus

anciennes populations de cacaoyers d’Equateur a avoir été cultivées dans un but commercial.

A la fin du XIXéme siécle, le nom « Nacional » a été introduit pour définir la variété
présente avant I’introduction de matériel génétique étranger qui a eu lieu a cette méme époque
(Bartley, 2005). Jusqu’en 1890, la variété Nacional fut la seule a étre cultivée de fagon
prépondérante sur la cote équatorienne. Le terme « Nacional » est le plus souvent appliqué a
des arbres portant des fruits allongés aux cabosses vertes avant leur maturité, a la surface
rugueuse et au cortex épais (Pound, 1938). En 1938, Pound avait noté des similitudes entre les
fruits rencontrés dans la haute vallée du fleuve Marafidon et ceux du type Nacional. Selon cet
auteur, la zone d’origine de la population de cacaoyers cultivée sur la zone littorale équatorienne
serait les contreforts des Andes au niveau du fleuve Marafion. A partir des ancétres présumés
identifiés et dans le but de déterminer la zone d’origine du Nacional, Loor S. et al., (2012) ont
¢tudié, grace a 80 marqueurs microsatellites, la ressemblance génétique entre ces ancétres et
des accessions de cacaoyers sauvages et de cacaoyers cultivés provenant de I’ Amérique centrale
et du sud. La plus forte similarité génétique avec les accessions de Nacional ancestraux a été
observée avec les individus provenant du Sud de la région Amazonienne d’Equateur. Ces
résultats suggerent donc que le possible centre d’origine du Nacional se situe au sud de
I’ Amazonie équatorienne. Les récentes prospections et collectes effectuées au niveau de cette
région renforcent ces observations. Elles ont révélé 1’existence d’arbres dont la morphologie
des fruits est trés proche de ceux du type « Nacional » et également proches génétiquement

(Loor S. et al., 2015).

Le Nacional a d’abord ¢été associé¢ au groupe Forastero par Cheesman (1944), puis il a
¢été classé proche des Criollo par Enriquez (1992). Peu de temps apres, grace a des analyses
génétiques avec des marqueurs moléculaires RAPD et RFLP, le Nacional a été classé comme
un groupe a part enticre (Lerceteau et al., 1997). Le Nacional ancestral était cultivé dans de
petites plantations situées dans la région de la cote pacifique appelée « Arriba ». Ces arbres sont
connus pour avoir un ardme trés prononce, caractérisé principalement par des notes florales
connues sous le nom d’ardme « Arriba », certainement en relation avec le lieu de culture

historiquement connu. Grace a cette saveur spécifique, le cacao Nacional fut reconnu comme



« fino de aroma », c’est-a-dire fin aromatique. Le cacao fin est grandement apprécié¢ des

chocolatiers et est uniquement produit en Equateur (Loor S. et al., 2009).

D’aprés Bartley (2005), I'utilisation du nom « Nacional » pour définir ces arbres
ancestraux sous-entend qu’il s’agissait d’une seule variété avec un génotype uniforme.
Actuellement il existe des variétés populations comme c’est le cas pour Nacional moderne. Ce
type de variété est composé de plusieurs individus proches génétiquement mais avec une
variabilité génétique et phénotypique. Il existe €galement une variabilité au sein de la
population de Nacional ancestrale, notamment en ce qui concerne la qualité aromatique. Les

ardmes présents peuvent varier d’un arbre a un autre.

Avant 1920, la diffusion des semences et la culture de cacaoyers étaient faites a partir
de féves issues de croisements incontrolés. Apres la découverte de Moniliophthora perniciosa,
le champignon responsable de la maladie du balai de sorciére, et de ses ravages sur les cacaoyers
€quatoriens, des arbres résistants a la maladie ont été recherchés afin de réduire le niveau de
susceptibilité de la population (Bartley, 2005).. Des cacaoyers appelés cultivars Vénézuéliens
ont été introduits (Bartley, 2005; Loor S. et al., 2009; Rottiers et al., 2019). L’origine de ces
arbres est incertaine. Selon Bartley, (2005) et (Loor S. et al., 2009), ils pourraient étre issus de
Trinidad ou du Vénézuéla. Ces variétés sont des arbres de type Trinitario (hybrides entre le
Criollo et I’Amelonado) et ils sont apparus plus résistants aux maladies et plus producteurs que

le Nacional ancestral.

La variété de Nacional moderne actuellement cultivée se compose donc d’hybrides entre
les types Nacional ancestraux et des types Trinitario. Cette nature hybride a ét¢ démontrée par
Loor S. et al., (2009) grace aux marqueurs moléculaires. La culture généralisée des nouveaux
matériels génétiques par les grandes propriétés a contribué a I’accélération du brassage
génétique ainsi qu’a la dilution du Nacional ancestral. Un deuxieme facteur participant a cette
dilution est I’introduction deés 1940 d’autres génotypes étrangers (Bartley, 2005). En effet, du
matériel résistant principalement a la maladie du balai de sorcicre a également été collecté lors

de plusieurs prospections effectuées dans la partie haute de I’ Amazonie (Pound, 1938).

Ce mélange génétique a mené a une dilution de la saveur Arriba (Loor S. et al., 2009;
Beckett et al., 2017). A partir de 1940, des prospections sur la cote équatorienne ont eu lieu afin
de collecter des cacaoyers de type Nacional pour en préserver les ressources génétiques. Ces
collectes ont été placées dans deux principales stations expérimentales appartenant a ’INIAP

(Instituto Nacional de Investigaciones Agropecurias) : la station Expérimentale Tropical de
6



Pichilingue (EET-P) et a I’Université : le Centre des Aromes de Cacao de Tenguel (CCAT)
(Loor S., 1998).

Jusqu’en 1994, I’Equateur est le premier pays producteur de cacao fin. Mais en juillet
de cette méme année, les problémes sanitaires précédemment évoqués, le vieillissement des
vergers de productions ainsi que la sélection et la diffusion dans tout le pays d’un clone haut
producteur mais non aromatique, le CCN51, a conduit I'ICCO a déclasser le pourcentage de

cacao fin produit dans le pays de 100% a 75% (Petithuguenin and Roche, 1995).

Grace a une vaste ¢étude de diversité génétique de populations natives de cacaoyers
issues d’un grand nombre de pays d’Amérique du Sud, Loor S. et al., (2012) ont montré que
c’est de la partie sud de I’Amazonie équatorienne qu’est originaire le Nacional ancestral. Suite
a ces résultats, différentes prospections ont été effectuées afin de caractériser et sauver la
diversité¢ génétique existante des cacaoyers apparentés au Nacional (Loor S. et al., 2016). La
parenté des arbres de cette région avec le Nacional ancestral a ét¢ confirmée. Une diversité

génétique importante a en outre été observée (Fouet et al, Unpublished data).

1.4-Séquengage du génome du cacaoyer

La variété Criollo a été la premicre variété de cacaoyer a avoir été€ séquencée en 2011
(Argout et al., 2011). Le génome complet est disponible sur un « génome browser »
(http://cocoa-genome-hub.southgreen.fr/gbrowse). Une deuxieéme version plus compléte a été
publi¢e en 2017 (Argout et al., 2017). Cette seconde version est également disponible en ligne
(http://cocoa-genome-hub.southgreen.fr/). Elle a ¢été produite a partir des nouvelles
technologies de séquencage (NGS) qui ont permis d’ancrer 99% des geénes sur les
chromosomes. En 2013, la variété Amelonado a été séquencée (Motamayor et al., 2013), ce qui
constitue une source supplémentaire d’informations pour les études génétiques dédiées aux

programmes d’amélioration des cacaoyers.

2-Biologie de la plante

2.1-Systéme de reproduction
T. cacao peut facilement étre multiplié¢ par reproduction sexuée ou végétative. Il est
parfois également possible de réaliser de la culture in-vitro de cellules de cacaoyers pour

certains génotypes, et de procéder a la régénération des cellules en plantules (Li et al., 1998).



2.1.1-Floraison
Selon les variétés et I’environnement de culture, le cacaoyer ne présente pas toujours les
mémes périodes de floraison. La floraison peut s’étendre sur toute I’année en présentant des
pics a certaines époques (Glendinning, 1972). Souvent, deux périodes sont observées : une forte
floraison donnant lieu a la période de récolte principale et une floraison plus faible donnant lieu
a la récolte intermédiaire. La saison des pluies fait baisser le taux de pollinisation. La
pollinisation est plutdt effectuée le matin (Glendinning, 1972) via des insectes pollinisateurs

volants, dont le principal, Forcipomyia midge, frotte son thorax sur les anthéres (Posnette,

1950).

La fleur du cacaoyer est petite, mesure environ lcm (figure 2), est composée de cinq
sépales rosés ou pourpres appelées staminodes qui alternent avec les pétales recourbées abritant

les anthéres (Bouharmont, 1960).

Figure 2: Photo d'une fleur de cacaoyer. Photo : Colonges Kelly, 2015.
a : pétales et sépales, b : cucule, ¢ : staminode, d : style et stigmate, e : étamines.

Les ovaires peuvent contenir environ 40 ovules a nucelle dont le sac embryonnaire

mesure Spum (figure 3A). Il est constitué de :

» Deux synergides, de grandes cellules allongées s'é¢tendant jusqu'au milieu du sac
embryonnaire ;

» Une oosphere dont le noyau est le gamete femelle ;

» Deux noyaux polaires volumineux, toujours accolés voire méme soudés, entourés de
protoplasmes et de grains d'amidon (figure 3B). Ils fusionneront avec un des noyaux du
gamétophyte male pour donner I’endosperme ;

» Deux cellules antipodales qui persistent exclusivement dans les sacs embryonnaires a

structure aberrante (Bouharmont, 1960).



Figure 3: A : Coupe longitudinale d’un ovaire de cacaoyer. B : Coupe longitudinale d’un ovule de cacaoyer 15h apres
pollinisation incompatible colorée au Schiff et a [’hématoxyline de Johansen. Photos : Colonges Kelly, 2015.
SY : synergides, NP : noyaux polaires, SG : grains d’amidon, F : filaments, MI : zone micropylaire.

Les ovaires sont petits et surmontés d’un style mince avec cing stigmates. L.’ensemble
style et stigmates mesure 3 mm. L’ovaire est entouré de cinq staminodes (étamines stériles ou
avortées, souvent rudimentaires) (Glendinning, 1972). La fleur est aussi composée d’étamines
aux filets courts et recouverts d’un pétale recourbé, le cucule. Les grains de pollen d’un diamétre
d’environ 20 um sont sphériques. L’exine est épaisse et montre des dessins réticulés avec trois
pores germinatifs. Ces fleurs sont regroupées sur des coussinets, principalement sur les troncs
et parfois sur les branches. Quand celles-ci ne sont pas pollinisées, elles tombent un jour apres

I’antheése (Bouharmont, 1960).

Les tubes polliniques pénétrent dans la majorité des cas simultanément dans les ovules
de la fleur. Le déversement de leur contenu s’effectue dans les synergides. Les deux gametes
males vont ensuite se placer a proximité de I’oosphére et des noyaux polaires. L’un des gametes
males va fusionner avec I’oosphere pour former I’embryon diploide ou zygote et ’autre va
fusionner avec les deux noyaux polaires pour former I’endosperme triploide (Bouharmont,

1960).

Il a ét¢ démontré que les rendements élevés étaient corrélés a 1’auto-compatibilité mais

pas a la vigueur (Lachenaud et al., 2005).

2.1.2-Systéme d’auto-incompatibilité chez le cacaoyer
En fonction de leur origine génétique, les cacaoyers peuvent étre autogames ou
allogames. Ce dernier systéme est renforcé par le systéme d’auto-incompatibilité (AIC) gaméto-
sporophytique qui a pu étre observé et étudié sur cet arbre (Cope, 1939; Cope, 1940; Knight

and Rogers, 1955; Cope, 1958; Bouharmont, 1960; Cope, 1962; Glendinning, 1967). Les plus
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fortement touchés par I’AIC sont les cacaoyers de haute-Amazonie qui sont également
fortement hétérozygotes. Ce niveau d’hétérozygotie pourrait refléter le brassage génétique entre
les populations mais aussi le mode de reproduction majoritairement allogame (Hamon et al.,
1999). Le controle génétique du systeéme d’AIC de 7. cacao a été étudié par plusieurs auteurs,
qui ont émis 1'hypothése de I'existence d'un locus S et de plusieurs all¢les avec des relations de
dominance entre eux (Knight and Rogers, 1955; Cope, 1962; Glendinning, 1967). D’apres
Cope, (1962), deux autres genes nommés A et B interviendraient également dans le mécanisme

de I’AIC et I’un de ces deux génes a 1’état homozygote rendrait le cacaoyer auto-compatible.

Plus récemment, deux locus ont été identifiés sur les chromosomes 1 et 4 comme
impliqués dans 1’auto-incompatibilit¢ du cacao par deux processus différents. Le locus du
chromosome 1 agit avant I’étape de fusion des gametes et indépendamment du locus du
chromosome 4. Les deux locus sont responsables de la sélection gamétique, mais seul le locus

sur le chromosome 4 est impliqué dans la chute principale des fruits (Lanaud et al., 2017).

Chez Theobroma cacao, le systéme d’ AIC se manifeste par des troubles postérieurs au
développement du tube pollinique (Enriquez and Alarcon, 1977). Ils se manifestent
principalement par une non fusion des gamétes males et femelles. Le mécanisme d’AIC impacte

donc fortement le rendement des cacaoyers.

2.2-Physiologie du fruit et composition des feves
Les fruits du cacaoyer sont de grosses baies allongées appelées cabosses (Bouharmont,
1960). Elles sont attachées au tronc ou aux branches maitresses par un court et fort pédoncule.
Les cabosses présentent une grande diversit¢ morphologique de couleurs, de formes, de textures

et de tailles dépendant principalement des génotypes des arbres (figure 4). La couleur peut

Figure 4: Cabosses de cacaoyer. A: cabosses immatures de cacaoyer, B: cabosse immature de cacaoyer de type Criollo, C:
cabosse en maturation de cacaoyer de type Criollo. Photos : Lans Tom, Valrhona, 2019.
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¢galement dépendre du stade de maturité du fruit (figure 4 B et C) qui arrive a son terme 4 a 6

mois apres floraison. La taille est généralement de 12 a 30 cm de long (Kongor et al., 2016).

Chaque cabosse contient une quarantaine de féves. Elles correspondent aux embryons
diploides et sont constituées de deux cotylédons intimement lié€s et recouverts d’une coque (ou
tégument séminal), elle-méme recouverte d’une couche de pulpe appelée mucilage (figure 5).

La pulpe représente 40% du poids frais de la feve (Cros and Jeanjean, 1995).

Les cotylédons sont tres riches en maticres grasses (50 a 55% de la masse seche des
feves). Ils contiennent également 17% de fibres, 12% de glucides, 10 a 12% de protéines, 7 a
15% de polyphénols et de tannins, 2% de théobromine (composé¢ de la famille des

méthylxanthines comme la caféine), 2% de sels minéraux et d’oligoéléments et 1% de caféine

(Cirad, 1999; Kadow et al., 2013).

Les féves de cacao sont riches en antioxydants par leur teneur en catéchines,
épicatéchines et procyanidines. Ces molécules de la famille des polyphénols sont ¢galement

présentes dans le vin, le thé et méme certains 1égumes (Afoakwa et al., 2008). Les feves fraiches

Figure 5 : Cabosse mature ouverte. Les féves sont recouvertes d'un mucilage blanc. Photo: Colonges Kelly 2019.

de cacao sont connues pour avoir un gott astringent di a la forte concentration en polyphénols,
comme les flavan-3-ols (Wollgast and Anklam, 2000). Les féves fraiches de cacao de type fins

aromatiques n’ont pas toujours une astringence ou une amertume prononcees.

La pulpe aqueuse contient 12 % de mono et disaccharides, 2% d’acide citrique ainsi que
d’autres acides organiques, mais encore des composés volatils comme des esters, aldé¢hydes,

méthyl-cétones, alcool secondaires et terpenes (Kadow et al., 2013).

Le cacao marchand est obtenu a partir des féves aprés plusieurs étapes de

transformation. La qualité du cacao dépend de plusieurs critéres. Premicrement, la taille des
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feves, ’homogénéité du grainage, la qualité et la teneur en beurre ainsi que la teneur en métaux
lourds, sont des critéres liés au génotype mais aussi a I’environnement et aux pratiques
culturales. Enfin, la couleur ou les aromes, sont des critéres li€s a I’origine génétique des feves,
aux traitements post-récolte (fermentation et séchage) et a la transformation du produit,

principalement lors de la torréfaction (Cros and Jeanjean, 1995).

3-Conditions et lieux de culture

Le cacaoyer est un arbre fruitier qui pousse préférentiellement dans les zones ombragées
dans les étages inférieurs (1250 métres d’altitude maximum) des foréts humides tropicales. A
I’état sauvage, il peut atteindre jusqu’a 20 metres de hauteur 