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Glossaire

ASIC : International Coffee Science Association, association internationale pour la science
du cafe

CIRAD : Centre de Coopération Internationale de Recherche Agronomique pour le
Développement, institut semi-privé

CWI : Cell-Wall Invertase, invertase pariétale

Dérive génétique : échantillonnage aléatoire des gametes a chaque génération pouvant
aboutir & une diminution de la diversité génétique

Diversité nucléotidique : probabilité que deux geénes tirés d’une population soient différents
au niveau d’un nucléotide donné. C’est le nombre moyen de différences entre les séquences
prises deux a deux, divisé par le nombre de nucléotides.

DL : Déséquilibre de Liaison, écart a I’association aléatoire des gameétes ou des alléles, appelé
LD (linkage disequilibrium)

Effet d’auto-stop génétique : augmentation de la fréquence d’un locus neutre due a la
sélection d’un autre locus qui lui est lié

Effet fondation : le nombre réduit des ancétres & 1’origine de la population aboutit a une
grande homogénéité allélique, appelé « hitchicking effect »

Effet Wahlund : structuration de la population aboutissant a un déficit d’hétérozygotes
EST : Expressed Sequence Tag, fragment de géne exprimé

Fitness : valeur sélective correspondant au nombre moyen de descendants, succes
reproducteur

Goulot d’étranglement du a un échantillonnage restreint des individus lors de la
domestication, appelé effet « bottleneck »

Haplotype : combinaison de sites polymorphes le long d’une séquence

Fst : indice de fixation du & la différenciation inter groupes

Gst : indice de fixation dans le cas de plus de deux alléles ou plusieurs loci

Nst : Gst calculé a partir de nucléotides polymorphes

IAPAR : Instituto Agrondmico do Parand, Institut agronomique de la région de Parana
ICO : International Coffea Organization, organisation internationale du café

INCO : projet européen...

INDEL : insertion/délétion

INV : invertase

IQAR : Improving Quality of African Robusta...

IRD : Institut de Recherche pour le développement, institut public

ITS : Internal Transcribed Spacers, espace inter génique

MTA : Material Transfert Agreement, accord de transfert de matériel

Mutation anti-sens : fait apparaitre un codon stop en milieu de protéine

Mutation non-sens : INDEL qui provoque un décalage du cadre de lecture de la séquence
d’ADN, changeant complétement la séquence d’acides aminés

Mutation synonyme/non synonyme : aboutissant au méme acide aminé/a un acide aminé
différent

Mutation radicale/conservative : aboutissant & un acide aminé physico-chimiquement trés
différent/proche

Mutation silencieuse : située dans une région non codante ou étant synonyme

NARO CORI : National Agicultural Research Organization and Coffea Research Insitute,
équivalent de I’INRA en Ouganda




PCR : Polymerase Chain Reaction, reaction de polymeérisation en chaine

Phase de couplage : deux marqueurs en phase de coulage se trouvent sur le méme
chromosome

Phase de répulsion : deux marqueurs en phase de répulsion se trouvent sur deux
chromosomes homologues

QTL : Quantative Trait Locus, locus contrélant une part de la variation d’un caractére
quantitatif

QTN : Quantitative Trait Nucleotide, locus contrlant une part de la variation d’un caractére
quantitatif

RAPD : Random-Amplified Polymorphic DNA, ADN polymorphe amplifié¢ au hasard
RFLP : Restriction Fragment Length Polymorphism, polymorphisme de longueur de
fragments de restriction

SAM : Sélection Assistée par Marqueurs

Sélection balancée, équilibrée: maintien de quelques alleles a 1’état hétérozygote a un locus
donné au niveau intra population, appelée « balancing selection ».

Sélection diversifiante : maintient un grand nombre d’all¢les inter populations a 1’état
homozygote a un locus donné, appelée « disruptive selection »

Sélection positive : a pour effet la diminution de la diversité allélique pouvant aller jusqu’a la
fixation d’un alléle bénéfique & un locus donné

Sélection purifiante : diminution de diversité allélique a un locus donné due a une sélection
négative appelée dans les publications « background selection ».

Selective sweep : balayage de la diversité allélique a un locus donné suite & une sélection
positive

Singleton : marqueur polymorphe chez un seul des individus échantillonnés

SNP : Single Nucleotide Polymorphism, nucléotide polymorphe

SPS : Sucrose Phosphate Synthase, sucrose phosphate synthétase

SSR : Short Sequence Repeat, répétition de séquences simples ou microsatellite

SUS ou SUSY : Sucrose Synthase, saccharose synthétase

Transition : substitution entre deux purines (nucléotides A et G) ou deux pyrimidines
(nucléotides T et C) .

Transversion : substitution d’une purine par une pyrimidine ou I’inverse



, de la fleur au fruit

Coffea canephora

Figure 1



INTRODUCTION

Le café est le 1¥ produit agricole d’exportation (Charrier et Eskes, 1997). Il est la source
de revenu principale pour 125 millions d’hommes (rapport ICO, 2005), principalement dans
I’hémisphére Sud. Les seules espéces cultivées du genre Coffea sont C. arabica et C. canephora.
La qualité est un enjeu majeur pour cette filiere surtout pour C. canephora (Figurel) qui se vend
deux fois moins cher que C. arabica & cause de sa qualité organoleptique inférieure.

De nombreuses études ont été faites au niveau agronomique et industriel pour déterminer
I’impact des techniques culturales et des conditions de torréfaction sur la qualité organoleptique
du café. La révélation des ardmes se fait lors de la réaction de Maillard pendant la torréfaction.
Un précurseur déterminant semble étre la teneur en saccharose des grains. Des études récentes
ont montré qu’il existait une variation entre génotypes des différents précurseurs d’ardmes, dont
le saccharose. La situation est donc particulierement favorable pour entreprendre 1’étude de la
diversité disponible pour les génes candidats impliqués dans 1’accumulation de saccharose dans
le fruit, a savoir les enzymes impliquées dans sa voie de biosynthese. Le but est de trouver des
marqueurs li€s a la teneur en saccharose pour effectuer une sélection précoce des cultivars a forte
teneur en ce composé. Ce stage a permis de démarrer une étude de diversité nucléotidique au
sein de cinq génes impliqués dans la synthése du saccharose sur un échantillon couvrant
I’ensemble de la diversité de Coffea canephora ainsi que 14 autres espéces pour deux fragments
de génes. Plusieurs questions se sont posées. Quel est le niveau de polymorphisme intra
geénes? De quel type de polymorphisme s’agit-il ? Le niveau de polymorphisme observé peut-il
étre responsable d’une variabilit¢é d’accumulation du saccharose entre génotypes? Le
polymorphisme est-il structuré conformément aux groupes de diversité mis en évidence avec
d’autres marqueurs neutres? Les génes ont-ils subi une pression de sélection ? Confirment-on
I’intérét de ces génes pour une sélection assistée par marqueurs (SAM) ?

Ce rapport présente tout d’abord le cadre général et les partenariats qui ont permis de
démarrer cette étude sur des populations de caféiers d’ Afrique. Il explique I’intérét du matériel et
des méthodes choisies pour répondre a ces questions. Les résultats de I’étude sont détaillés et

discutés en terme de perspectives pour la suite des travaux a entreprendre en priorité.
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L. Synthése bibliographique

Au sein du genre Coffea, les deux especes d’importance économique sont C. arabica et
C. canephora. C. arabica est connu pour ses qualités gustatives. Sa culture s’étend sur les hauts
plateaux d’Ameérique latine et d’Afrique de I’Est, essentiellement. C. canephora est renommé
pour sa robustesse agronomique, d’ou son nom commun de Robusta. Il est principalement
cultivé dans les zones tropicales humides de basse altitude et représente 35% de la production
mondiale de café. Il est surtout cultivé au Brésil, en Indonési¢ et en de Co6te d’Ivoire. Sa
production en Asie du Sud-Est (Philippines et Vietnam) et en Inde est en expansion (rapport
ICO, 2005).

1.1. Démarche qualité

1.1.1. Le café : un marché en crise

Benoit Daviron et Stefano Ponte parlent dans leur livre a paraitre prochainement du
« Coffee Paradox » (Zed book). Ils nomment ainsi la situation du marché du café : alors que le
prix du café vert est en chute libre sur le marché international, le marché du café a la
consommation, en particulier les cafés de terroir, de label, & haute valeur ajoutée, est en pleine
expansion. Dans les années 1950, un tiers du prix de vente du café allait au producteur. Celui-ci
ne touche plus que 8% du prix aujourd’hui. La chute des prix de 1997 a 2002 a été spectaculaire
(Figure 2). Ils semblent remonter ces deux derniéres années (Figure 3). Deux causes ont été
mises en évidence. La premiére serait la surproduction engendrée par I’augmentation du volume
exporté par le Brésil et le Vietnam, par rapport & la faible croissance de la consommation.
L’oligopole des torréfacteurs qui imposent les prix du café vert et du café torréfié et prélévent
une rente importante sur la filiére serait un autre facteur non négligeable. L’objectif de I’ICO
(International Coffee Organization) est d’améliorer la qualité du café pour justifier une
augmentation du prix sur le marché mondial et ainsi un revenu convenable aux producteurs,
d’une part par I’élimination des grains n’atteignant pas les normes standard et ensuite par
I’amélioration des cultivars.

La teneur en précurseurs biochimiques d’arémes varie en fonction du génotype, du
niveau de maturation des fruits (Montavon et al., 2003), de facteurs environnementaux, du
traitement post récolte (Clifford et Wilson, 1985) et des méthodes de stockage. Ensuite, c’est le
mélange de plusieurs variétés et la technique de torréfaction qui réveleront toute la saveur du
café a la tasse. Quels sont les génes responsables de la variation de la qualité? La réponse a cette

question complexe aura un impact économique certain. Beaucoup de composés du grain ont été
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étudiés dont les carbohydrates qui constituent la majeure partie du café vert et du café
commercial. Le saccharosose est le carbohydrate dominant dans le grain vert (Bradbury, ASIC :
Association Internaitonale de la Science du café). Ce composé qui participe aux réactions de
Maillard et Strecker (De Maria et al., 1994) pendant la torrefaction est impliqué, comme la
trigonelline, dans la formation d’ardmes appréciés : les furanes, pyrazines, alkyl-pyridines et
pyrroles. D’autres précurseurs comme les acides chlorogéniques et la caféine augmentent
I’amertume. Le café arabica est apprécié justement pour son amertume moins prononcée et ses
aromes plus relevés. Il contient en moyenne plus de saccharose (9.2% de la matiére séche contre
5.5%) et de trigonelline que C. canephora et deux fois moins de caféine et d’acide
chlorogénique. Ainsi, améliorer la qualit¢ a la tasse de Coffea canephora consisterait a
augmenter sa teneur en saccharose et trigonelline en diminuant caféine et acides chlorogéniques
(Ky et al, 2001). L’équipe du CIRAD s’est focalisée sur 1’étude de la base génétique de la teneur
en saccharose, la question étant: existe-t-il une diversité intra espéce suffisante pour
entreprendre un programme d’amélioration de la qualité basée sur ce critére ? Il a ét€ montré que
la plupart des composés cités plus haut et la teneur en saccharose en particulier, variaient dans
des croisements inter spécifiques (Ky et al,, 1999), ce qui incite a ne pas négliger les études
interspécifiques sachant qu’ils existe des groupes d’espéces inter fertiles (Charrier, 1978 ;
Lashermes et al., 1997). Montagnon et al, (1998) ont montré que la variation de la teneur en
saccharose €tait faible au sein du groupe guinéen de C. canephora et élevée chez les congolais. et
Ky et al (2001) ont montré qu’il existait une variation intra C. canephora et C. arabica. Par un
croisement multiparental de deux congolais par 14 guinéens, Montagnon et al (1998) ont mesuré
une héritabilité significative de 0.16. On peut facilement imaginer qu’un croisement comprenant
une plus grande part de congolais permettrait de mettre en €vidence une héritabilité encore plus
forte.

1.2. Biosynthése du saccharose

Le saccharose est le produit principal de la photosynthése. Il concerme donc quelques
prokaryotes et la plupart des eukaryotes photosynthétiques dont les plantes. Il a un réle majeur
dans le transport des sucres, la croissance, le développement, le stockage, la transduction du
signal et il est associ€ a la réponse a des stress environnementaux (Cumino et al., 2002).

1.2.1. Biosynthése du saccharose chez diverses espéces

Les enzymes principales intervenant dans la voie de biosynthése du saccharose sont les
Invertases (Inv, EC 3.2.1.26), les Saccharose Phosphate Synthétases (SPS, EC 2.4.1.14) et les
Saccharose Synthéthases (EC 2.4.1.13) qui sont toutes codées par plusieurs genes (Figure 4).



150 -

Y
N
(6}

-
o

o

M

saccharose
(mg /g matiére séche)
N
(6)]

s0{ i —
Ipe N

u 4 TN

s 5] PN\
====({)=—= périsperme / N
=\ == endosperme 0 e ——eo_9

L) L T T T T /|
50 100 150 200 250

Jours depuis la floraison (DAF)
(Coffea arabica cv lapar 59)

Figure 6 : Profil d’accumulation du saccharose au cours de la maturation (Marraccini, communication personnelle)

Activité de I'invertase

=
O 45 >
S 40 -k
Lt (1]
g_ 3.51 % '%E;zo A /
g 3.01 % =1 }
= 3 £ 245 | /
8 2.01 9 §.§ /
g 1.9 \ g 810 | {
3 1.0 ¢ g /
3 238 f
0] \ /M‘,\ Sgs. /
g O'O. - E = 2 _w/"‘»,,v"/‘,_l‘
l@)] T l 1 0 7~__Mg"_=l=“:;___‘_. ks
o epu.ls s Jours depuis la floraison
(Coffea arabica cv lapar 59) tCoffea aralics e [Epar 56)

Figure 7 : Activité enzymatique de I'invertase au cours de la

maturation (d'aprés Marraccini, communication personnelle) Figure 8 : Activité enzymatique de Susy au cours de la maturation

(d'aprésMarraccini, communication personnelle)
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Figure 9 : Corrélation de ’accumulation du saccharose avec le profil d’expression de Susy2

(d'aprés Marraccini, communication personnelle)



Trois enzymes sont susceptibles d’induire une accumulation de saccharose. Ce composé,
lorsqu’il est transporté jusqu’au fruit, est soit hydrolysé dans 1’apoplasme en fructose et glucose
par une invertase (INV), soit transformé dans le cytoplasme en fructose et UDP-glucose par la
Saccharose Synthétase (SUS) (Lowell et al.,, 1989 ; Figure 5). La néo syntheése de saccharose
par la Saccharose-Phosphate-Synthase (SPS) peut aussi étre responsable d’une accumulation
de sucres dans le fruit en transformant le produit de SUS. L’activité de I’Invertase (Lowell et al,
1989) ne semble pas €tre corrélée a 1’accumulation de sucres dans ces espéces-la. Des études
chez le Citrus (Komatsu et al., 2002) ont montré que I’expression d’une des CitSUS augmente au
cours de la maturation. L’expression des CitSPS augmente également au cours de la maturation
(Komatsu et al.,, 2002). Tous ces arguments font de SUS et SPS des génes candidats putatifs de
I’accumulation de saccharose dans le fruit. Chez la tomate, Causse et al. (2004) ont montré que
le locus de la Saccharose Synthétase colocalisait avec un QTL de la teneur en sucres, ce qui attire
~ une attention particuliére sur les SUS.

Le programme Café (département des cultures pérennes) du CIRAD Montpellier et le
IAPAR (Instituto Agronomico do Parana, Londrina, Brésil) ont signé, début 2002, un contrat de
collaboration scientifique sur I’étude de la qualité chez le caféier dans le cadre d’un projet de
recherche commun CIRAD-IAPAR-Unicamp, financé par le consortium brésilien du café, de
2003 & 2005. L’activité des 3 enzymes INV (Figure 7), Susy et SPS et I’expression de leurs
geénes ont été mesurées chez Coffea arabica. L’activité enzymatique de Susy (Figure 8) est
corrélée positivement avec I’accumulation des sucres au cours de la maturation (Figure 6). Alors
que le niveau d’expression de Susyl diminue, celui de Susy2 augmente (Figure 9), ce qui ferait
de Susy2 un geéne candidat pour ’accumulation des sucres dans la cerise. Sachant que le niveau
d’expression a été mesuré pour un seul génotype, que ces enzymes sont des familles
multigéniques dont certains membres peuvent étre mutés d’un génotype a 1’autre, il a été décidé
de ne pas se focaliser sur Susy2 mais de prendre en considération quatre autres enzymes
impliquées dans la voie de biosynthése du saccharose : Susyl, SPS, I’invertase cytoplasmique
(INV) et I’invertase pariétale (CWI). '

1.3. Diversité du genre Coffea

Les caféiers font partie de la famille des Rubiacées (500 genres, 6000 especes), sous-
famille des Cinchonoidées si ’on s’en référe a leur gynécée et leur placentation « cofféenne »
(Leroy, 1980). Coffea est le genre le plus important économiquement. Il contiendrait 80 especes

dont 25 endémiques d’ Afrique (Bridson et Verdcourt, 1988).



Tableau 1 : caractéristiques générales des deux espéces de café cultivées

C. arabica C. canephora
Nombre de chromosomes 44 22
De la fleur au fruit 9 mois 10-11 mois
Rendement (kg/ha) 1500-3000 2300-4000
Systeme racinaire profond superficiel
Température optimale 15-24 °C 24-30 °C
Pluviométrie optimale 1500-2000 mm |2000-3000 mm
Altitude optimale 1000-2000 m |0-700 m
Hemileia vastatrix (rouille) sensible résistant
Koleroga sensible tolérant
Nématodes sensible résistant
Tracheomycosis résistant sensible
Maladie de la cerise de café sensible résistant
Teneur en caféine 0.8-1.4% 1.7-4%
Caractéristique générale a la tasse acide amer

d'aprés rapport ICO 2002




Figure 10 : Répartition des groupes de diversité Coffea canephora (d'aprés Montagnon, thése, 2000)

Les populations ougandaises (O) sont actuellement en cours d'analyse pour définir leurs
liaisons génétiques avec les groupes déja identifiés. Les populations de caféiers sauvages
supposées exister en Angola n'ont pour l'instant pas été prospectées. Les pointillés bleu et vert
délimitent respectivement les zones a saison séche courte et les zones sans saison séche.

Tableau? : principales caractéristiques des groupes de Coffea canephora,

Groupe de diversité

localisation

Principales caractéristiques

Guinéens

Afrique de I’Ouest (Guinée et
Cote d’Ivoire)

- petites feuilles rondes, petits grains & forte teneur en caféine et
maturation précoce,

- sensible & la rouille orangée, résistant a la sécheresse et au
scolyte des branchettes

- qualité a la tasse médiocre

d’autres de la frontiére entre
Cameroun et Centrafrique

SG1 variétés ou populations - feuilles de taille moyenne et effilée, grains a forte teneur en
améliorées originaires du Gabon | caféine et maturation tardive
et du Sud du Congo - moyennement sensible & la rouille orangée, trés résistant a la
sécheresse et au scolyte des branchettes
- arbme, corps, amertume et parfois faible acidité a la tasse
SG2 génotypes sauvages et les - feuilles grandes et larges, gros grains a faible teneur en caféine,
origines cultivées d’Afrique maturité moyennement tardive
Centrale(République - pas ou peu sensible a la rouille orangée, sensible a la sécheresse
Démocratique du Congo, Sud de | et au scolyte des branchettes
la République Centrafricaine et | - bon ardme, faible acidité, corps et amertume moyenne
Sud-Est du Cameroun)
B populations spontanées du Sud et
Sud-Est de la Centrafrique
C populations spontanées de part et

d’aprés Montagnon, thése, 2000
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Les caféiers sont trés variables morphologiquement de part leur taille en particulier et
présentent des adaptations & des environnements tres différents (Tableaul). Ce sont tous des
ligneux allant du petit arbuste a des arbres de plus de 10 metres de hauteur. Il s’agit de plantes
pérennes ayant des générations de 3 ans en condition de production & 30 ans environ pour les
populations naturelles. Toutes les espéces sont diploides (2n=22) a I’exception de I’espece
allotéraploide C.arabica. Coffea canephora est allogame et auto-incompatible par un mécanisme

d’incompatibilité gamétophytique. C. arabica est autogame (Berthaud, 1986).

1.3.2.1. Groupes de diversité intra C. canephora
L’analyse électrophorétique par Berthaud (1986) de 9 locus, sur 15 populations de C.
canephora (471 individus) a permis de calculer les distances de Nei et de Cavalli-Sforza inter-
populations. Il a été constaté une partition en 2 groupes: un premier formé par toutes les
populations de caféiers de Cdte d’Ivoire a I’exception des Robusta Ebobo et un 2°™ qui contient
toutes les autres populations
Il a été proposé de leur attribuer les dénominations de « guinéens » et « congolais » en référence
a la distinction que font les botanistes entre flore guinéenne et flore congolaise (White, 1979).
Montagnon et al (1992) ont montré par la méme technique que les génotypes du groupe
Congolais disponibles pour la sélection se répartissent en deux sous-groupes : SG1 et SG2 qui
correspondent aux zones refuges lors du maximum de glaciation, il y a 18 000 ans environ
(Adams et Faure, 1997). Ces deux zones n’étaient pas complétement isolées puisque des
analyses RFLP effectuées par Dussert et al.,, (1999) ont permis d’identifier deux sous-groupes
intermédiaires supplémentaires B et C au sein du groupe congolais. De nouvelles prospections
ont été faites en Ouganda (Figure 10, Tableau 2) en 2004-2005. Les groupes SG1, SG2 et
Nganda sont des formes cultivées. Le groupe C commencerait a €tre cultivé. Les autres groupes
sont sauvages.
1.3.2.2. Divergence des espéces
L’espace inter génique ITS2 (ITS : Internal Transcribed Spacers) de 1’ADN ribosomal a
été utilisé pour établir les relations de parenté des différentes espéces du genre Coffea. Trente-
sept accessions ont ainsi été classées (Lashermes et al., 1997). Une correspondance claire a pu
étre établie entre I’origine géographique des taxons et les groupes phylogénétiques. Cette étude a
permis également de confirmer qu’une espéce du groupe des canephoroides (C. canephora, C.

congensis, C. brevipes) est un des progéniteurs de C. arabica (Lashermes et al, 1997). D’autre
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Figure 11 : Croisement du pedigree de cartographie intra C. canephora

Tableau 3: Populations du genre Coffea analysées

Espéce du  genre ]

sl groupe Sous-groupe population
canephora Guinéen Pine sauvage
SG1 Niaouli cultivé
Congolais SG2 Ineac 2 cultivé
B Libengue sauvage
c Nana sauvage

Ougandais Neanda !

Wild type (Forét de Kibale) sauvage
arabica Variété caturra (CIRAD) cultivé
bertrandii CB E09 (Bondy) (IRD) sauvage
brevipes JB 56 (Cameroun Est) (IRD) sauvage
congensis CA51 (RCA) (IRD) sauvage
eugenioides DA 58 (Kenya) (IRD) sauvage
humilis G68 (Cote d'Ivoire) (IRD) sauvage
milloti MI 17 (Bondy) (IRD) sauvage
liberica EA 70 (Céte d'Ivoire) (IRD) sauvage
pseudozanguebariae H 65 (Kenya) (IRD) sauvage
racemosa IB 58 (Tanzanie) (IRD) sauvage
salvatrix LA 56 (Brésil) IRD) sauvage
sp Mouloundou OD 71 (Cameroun) (IRD) sauvage
sessiliflora 08170(IRD) sauvage
stenophylla FA63 (Céte d'Ivoire) (IRD) sauvage




part, les espaces inter géne d’ADN chloroplastique séquencés chez 23 espéces ont appuyé ’idée
que C. eugenioides ou C. sp. moloundou pourrait étre I’ancétre maternel de C. arabica (Cros et

al., 1998)

1.5. Vers Dl’identification de génes impligués dans la variation de la teneur en

saccharose

Le but d’une sélection assistée par marqueur (SAM) est une identification précoce des
geénotypes d’intérét en évitant une évaluation phénotypique coliteuse. Pour détecter des
marqueurs lies a la qualité du café, une stratégie QTL a été entreprise dans le cadre d’un projet
européen INCO IQAR (Improving Quality of African Robusta). Deux populations en
ségrégation, une issue d’une croisement intra canephora (Figure 11) et une autre d’un croisement
inter especes C./iberica dewevrei par C pseudozanguebariae permettront de valider les QTL. Les
études QTL a partir de croisements biparentaux limitent I’étude a quatre alléles au maximum. De
plus, si le déséquilibre de liaison est faible, comme cela semble étre le cas pour de nombreuses
especes allogames, il est difficile de trouver un marqueur lié a un caractére de fagon stable dans
d’autres populations a cause de la fréquence de recombinaison. Un bon marqueur dans ces cas
doit se trouver dans le géne lui-méme. Il faut alors entreprendre une démarche géne candidat
pour le caractére qui nous intéresse. Le but du stage est d’évaluer si les génes de la voie de
biosynthése du saccharose sont de bons candidats pour la variation de 1’accumulation du
saccharose dans la cerise de café. L’analyse de la diversité intra C. canephora et inter espéces de
Coffea ainsi que I’identification des forces évolutives ayant agi sur ces genes permettront de
discuter la pertinence de futurs tests d’association entre la qualité organoleptique et les

polymorphismes détectés.

II Matériel et méthodes

2.1. Matériel végétal

Pour I’espeéce C. canephora, des individus ont été choisis dans les cinq groupes de
diversité caractérisés. Les feuilles proviennent de la collection de Divo en Cote d'Ivoire. Deux
autres populations ont été analysées dont les feuilles ont été fournies par le centre de recherche
agronomique NARO CORI en Ouganda. Les Nganda sont caractérisés par un phénotype
flexueux. Ils ont été récoltés dans le jardin botanique de Kampala et leur origine précise est
inconnue. Des ougandais sauvages proviennent de la foret de Kibale. Quatorze especes du genre
Coffea obtenues grace a un MTA avec I'IRD font également partie de 1*analyse de certains

fragments (Tableau 3). Les parents du pedigree de cartographie intra C. canephora ont



Tableau 4 : Couples d'amorces définis pour chaque géne cible

. . . | Code de travail i

Géne | Contig* Po— Séquence de I'amorce F ' Séquence de I'amorce R '

cla 1 contidentiel confidentiel

c2 2 confidentiel confidentiel

CWI c3 3 confidentiel confidentiel

c4 4 confidentiel confidentiel

cS a 5 confidentiel confidentiel

Inv3 cla 24 confidentiel confidentiel

cle 25 confidentiel confidentiel

cl 6 confidentiel confidentiel

SpS cl 7 confidentiel confidentiel

c2 8 confidentiel confidentiel

c2 9 confidentiel confidentiel

promoteur 36 confidentiel confidentiel

c2 5 10 confidentiel confidentiel

cl35 5 18 confidentiel confidentiel

Sta) cl35 a 19 confidentiel conﬁdent?el

cl35 b 20 confidentiel confidentiel

cl35 ¢ 21 confidentiel confidentiel

cl35 d 22 confidentiel confidentiel

cl35_e 23 confidentiel confidentiel

cd_a 11 confidentiel confidentiel

cd b 12 confidentiel confidentiel

c6 a 13 confidentiel confidentiel

Susy2| c¢6 b 14 confidentiel confidentiel

c6_c 15 confidentiel confidentie]

c6 d 16 confidentiel confidentiel

cd_cba 17 confidentiel confidentiel

* Pour chaque geéne plusieurs contigs ont été identifiés au sein de la base de données EST Brésil.
En fonction de la longueur de ces contigs, une ou plusieurs paires d'amorces ont été définies

T les amorces ayant été définies sur des EST obtenues au sein du projet Coffee EST qui est financé
par le Consortium Café Brésil, leur séquences sont actuellement confidentielles.




également été intégrés dans 1’étude pour identifier des marqueurs polymorphes dans ce
croisement et ainsi cartographier les génes.

2.2. Extraction et purification d’ADN

L’extraction et la purification d’ADN ont été réalisées conformément au protocole décrit
en Annexe 1.

2.3. Amplification et séquencage des fragments

Une collaboration avec le centre de recherche agronomique de Londrina (IAPAR) donne
acces a I’équipe génomique des caféiers du CIRAD a une banque de 200 000 EST (Expressed
Sequence Tag: étiquettes de geénes) annotés (db EST Coffee genome project,
http://www .lge.ibi.unicamp.br/cafe/). Au sein de cette base de données, les EST correspondant
aux cinq 5 génes INV, CWI, SPS, Susyl et Susy2 ont été identifiés et alignés. La position et la
taille des introns ont été estimées en alignant les EST avec les ADN génomiques d’Arabidopsis
thaliana. Vingt six couples d’amorces (Tableau 4) ont été définis de maniére a recouvrir une
grande partie des genes, avec des fragments chevauchants compris entre 300 et 1800 paires de
bases en vérifiant qu’elles ne se trouvent pas entre deux exons. Elles ont été définies grace au
logiciel Primer3 (Rozen et Skaletsky, 2000) en libre accés sur internet
(http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www.cgi). Les séquences universelles M13
"reverse" et "forward" ont été ajoutées aux amorces pour que le séquengage nécessite seulement
deux amorces communes a tous les fragments.

Les fragments ont été amplifies conformément au protocole cité en Annexe 2. Pour assurer la
spécificité puis I’efficacité de I’amplification, 10 cycles de touch-down avec une température
d’hybridation de 55°C et —0.5°C par cycle ont été effectués dans un premier temps. Les 25 cycles
suivants ont ét€¢ programmés avec une température d’hybridation de 50°C sur une PTC-100
Programmable Thermal controller, MJ Research, Inc.

Avant séquengage, les produits PCR ont été purifiés. Trois protocoles ont été testés (Biotrop,
Millipore, Inserm) pour purifier les produits PCR. Les résultats étant équivalents, le moins
cofiteux en temps et en argent a été utilisé (Annexe 2).

Trente ng de produits PCR sont nécessaires pour séquencer 100 paires de base. Le dosage a été
fait sur gel d’agarose grace au marqueur de taille Lambda/EcoRI+HindIIl, 3, Fermentas. Les
produits PCR ont été précipités dans des plaques Thermowell 96 puits VWR International dans
une PTC a 80°C capot ouvert pendant 30 minutes ou jusqu’a ce que toute I’eau soit évaporée.
Les échantillons ont été séquencés au groupement d’intérét scientifique Montpellier Languedoc

Roussillon, Génopdle de Perpignan sur un séquenceur ABI 3700 (Perkin).
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2.4. Analyse des séquences

Les séquences ont été alignées grace au logiciel Sequencher v4.1.4 (Genecodes, Inc, Ann
Arbor. Michigan USA). La correspondance entre le consensus des fragments amplifiés et le géne

attendu a été vérifiée par un blast sur NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) avec la séquence

EST qui avait permis de définir les amorces. Une vérification visuelle des SNP identifiés a été
effectuée sur les chromatogrammes, en particulier pour les loci hétérozygotes. Dans ce cas
particulier, le pic est double et son amplitude est deux fois moins élevée. A chaque SNP a été
assigné le type de mutation en se basant sur le cadre de lecture de la protéine la plus proche
trouvée par un BlastX contre viridiplantae (NCBI). Pour détecter I’impact éventuel des
mutations sur la structure de I’enzyme, les SNP ont été classés suivant leur localisation dans une
région non codante (5S’UTR, intron ou 3°UTR) ou codante. Pour cette catégorie, les SNP sont soit
synonymes (S) si la mutation aboutit au méme acide-aminé soit non synonyme (NS) dans le cas
contraire. Les mutations NS sont ensuite classées en mutation conservative, modérément
conservative ou radicale en fonction des dissimilarités physico chimiques qui séparent les deux
acides-aminés possibles (Grantham, 1974, Annexe 3). Les substitutions radicales (distance de
Grantham>100) impliquent un plus grand risque d’impact sur la fonction de la protéine que les
substitutions conservatives (distance de Grantham<= 100) (Stephens et al, 2001). Ont également
¢té calculés les taux de transition (substitution de deux purines ou deux pyrimidines) et
transversion (substitution d’une purine par une pyrimidine ou inversement).

2.5. Analyse de la structure de la diversité intra C. canephora

Pour identifier les SNP pertinents & utiliser pour des tests d’association, il sera nécessaire
de connaitre les haplotypes et les déséquilibres de liaison entre les polymorphismes afin de
génotyper seulement ceux qui sont indépendants. De plus, les logiciels calculant les estimateurs
de diversité ne traitent pas les séquences hétérozygotes. Il a donc fallu définir pour chaque
individu les deux haplotypes, c'est-a-dire les combinaisons de sites polymorphes le long de
chaque séquence. Alors que les haplotypes des homozygotes et des hétérozygotes pour un seul
site se déduisent directement, il existe plusieurs combinaisons possibles de SNP pour les
hétérozygotes sur plusieurs sites. Les sites polymorphes peuvent étre soit sur deux brins
homologues, ils sont dits « en répulsion », soit sur le méme brin et ils sont dits « en couplage ».
La définition des haplotypes des individus hétérozygotes demande soit le clonage des deux brins
homologues soit I’estimation statistique des haplotypes les plus probables. Cette deuxiéme
méthode a été choisie car elle est moins cofiteuse en temps et en argent. Le logiciel d’estimation

des haplotypes utilis¢ est PHASE, version 2.1 (Stephens ef al, 2001, Stephens et Donnelly,
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Il existe trois principales méthodes statistiques pour estimer les haplotypes

- le maximum de vraisemblance grace a l'algorithme de maximisation de I’espérance

(Expectation Maximization : EM) (Excoffier et Slatkin, 1995)

- la méthode de parsimonie (Clark, 1990)

- lathéorie de la coalescence
L'algorithme EM cherche les fréquences d'haplotype qui maximisent la probabilité
d'observer ces génotypes sous I'hypothése d'équilibre de Hardy Weinberg.
L'algorithme de Clark minimise le nombre d'haplotypes. Il commence par identifier les
haplotypes qui ne présentent aucune ambiguité, chez les individus homozygotes ou
hétérozygote pour un seul site. On parle d'haplotypes connus ("known haplotypes"). Pour les
individus non résolus, le programme propose un haplotype connu et d'autres haplotypes
complémentaires. Le résultat dépend de l'ordre d'entrée des individus.
Les algorithmes de type EM sont limités en terme de taille de données et de nombre
d'haplotypes ambigus qu'ils peuvent traiter. L'algorithmes de Clark peut prendre en compte de
nombreux sites mais échoue souvent a résoudre tous les génotypes.
Phase surmonte tous ces problémes. Il peut typer des centaines d'individus sur plus de 100
sites. Par contre, la résolution est plus longue (quelques minutes a quelques heures contre
quelques secondes).
Dans un premier fichier, il propose les haplotypes les plus probables pour chaque individu.
Dans un second fichier, il évalue I’exactitude de ses estimations par site. Il supporte les
données manquantes et il est en voie d'amélioration pour prendre en considération les erreurs
de génotypage. Il est utilisable pour des SNP, SSR et tout locus multi-allelique. Il a été testé
sous Linux. Son utilisation sous windows semblerait plus problématique.

o 33334

27544 32344

22544 25 P

[ﬁﬁj Ambiguous individual 2:

33334 Genotype

23233 44 " S003

14234 23434 \«._‘2,, a44 Nouveaux haplotypes

Les haplotypes résolus sont le plus proches possibles des haplotypes connus. A partir d’une
liste d’haplotypes d’entrée, les paires d’haplotypes provenant d’individus homozygotes
comme les deux premiers constituent des haplotypes connus. Pour les haplotypes ambigus ou
plusieurs combinaisons de sites sont possibles, les haplotypes les plus probables sont ceux qui
sont le plus similaire possible des haplotypes de haute fréquence dans I’échantillon.

On peut augmenter le nombre d’itérations jusqu’a ce que les haplotypes estimés proposés
soient toujours les mémes. Le fichier d’entrée comprend deux haplotypes définis au hasard
pour chaque individu. L’option —s du logiciel permet de reconstituer un nouvel échantillon
d’haplotypes d’entrée et permet donc de vérifier la stabilité du résultat.

Encadré 1 : principe de Phase comparé aux autres algorithmes d’inférence d’haplotypes




2003). 11 utilise un algorithme de type Chaine de Markov et Monte Carlo (Markov Chain-Monte
Carlo : MCMC) (Gilks et al, 1996). C'est la théorie de la coalescence qui sous tend l'algorithme :
les haplotypes non résolus doivent étre les plus proches possibles des haplotypes connus les plus
fréquents dans 1’échantillon (Stephens et al, 2001). En d'autre termes, l'algorithme prend en
compte le processus biologique qui sous tend la différenciation des haplotypes et élimine des
haplotypes peu envisageables dans la réalité, c'est-a-dire nécessitant un nombre de mutations trop
grand. Stephens et al (2001) ont comparé cet algorithme & deux autres basés 1’un sur le principe
de maximisation de ’espérance et 1’autre sur le principe de parcimonie (Encadré 1). Ils ont

montré que PHASE est plus puissant avec un taux d'erreur moyen souvent diminué de plus de
50%.

Pour évaluer la diversité intra et inter groupe, on a comparé le nombre de mutations entre
les séquences d’un méme fragment. 6 = 4N.p est le paramétre de mutation, c'est-a-dire
I’espérance du nombre de mutations qui séparent deux séquences avec N, la taille de la
population effective (=effectif de la population en régime de panmixie qui serait I’équivalent de
la population considérée) et p la taux de mutation neutre par génération par paire de base.

Ce parametre peut étre estimé par la diversité nucléotidique m (Nei, 1987), c'est-a-dire la
probabilité que deux génes tirés d’une population soient différents au niveau d’un nucléotide
donné, ou I’estimateur de Watterson 6w (Watterson, 1975) qui est fonction du nombre de sites en
ségrégation. '

LI 3 Y [ Oy =— m=Y*H

S a i=17
avec dij, le nombre de mutations entre 2 séquences divisé par la longueur du géne,
S le nombre de sites en ségrégation

Ces deux estimateurs sont sensibles a des événements évolutifs différents. 7 est influencé par les
alleles de haute fréquence, donc a une sélection balancée, Ow est sensible aux alléles rares donc a
une sélection positive plus récente.
Les estimateurs de diversité ont été calculés avec le logiciel DNASP (Rozas et Rozas, 1999) dans
les régions codantes et non codantes. Ce logiciel nécessitant des séquences qui font toutes la
meéme longueur, les INDELS ont été recodés comme s’il s’agissait de substitutions.

La probabilit¢ Hd (Nei 1987, équation 8.4 en remplagant 2n par n) que deux haplotypes

tirés d’une population soient semblables a été calculée avec DNASP. Des réseaux d’haplotypes
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ont ¢€té construits pour chaque géne avec le logiciel Network (http://www.fluxus-

engineering.com, Bandelt et al.,, 1999). Ces graphiques représentent les relatons phylogénétiques
entre les haplotypes et les mutations qui les séparent.

2.5.4. Calculs de ’indice de différenciaiton de Wright Fy

Fi est 'indice de fixation du a la structuration des populations par rapport a la

métapopulation. On le présente plus généralement comme la différentiation génétique entre deux

populations.

2.5.5. Tests de déviation par rapport a la neutralité sélective et a I’équilibre

I1 existe différents tests pour détecter une déviation par rapport par rapport a la neutralité
et ’équilibre démographique. Le test D de Tajima (Tajima 1989, équation 38) par exemple est
basé sur la comparaison des deux estimateurs 7 et Ow. Sous I’hypothése de neutralité, m = Ow.

AA AA
D= (n - Ow)/(Var((r - 6w))"
Si D est supérieur a 0, ceci correspond a un tort goulot d’étranglement, une population structurée
(effet Wahlund) ou une sélection balancée. A I’inverse, si D est inférieur a 0, ceci signifie que la
population présente un exces d’alléles rares du a une sélection positive récente ou une expansion

rapide de la population.

Un exces de polymorphisme rare est attendu dans des sites neutres étroitement li€s a une récente
fixation de mutation avantageuse. Ceci est encore plus vrai dans les régions a faible taux de

recombinaisons (Andolfatto et Przeworski, 2001).

Le test Fs de Fu (Fu 1997, equation 1) compare le nombre d’haplotypes observés au nombre
d’haplotypes attendus sous I’hypothése de neutralité.

La recombinaison influangant ce test, le nombre minimum d’événements de recombinaison Ry,
(Hudson et Kaplan, 1985) a été calculé pour vérifier grdce a une simulation coalescente la
significativité des valeurs des tests. Ils ont été effectués grace au logiciel DNAsp, au niveau intra
population car ils sont sensibles a la structuration de la population.

2.6. Analyse de la diversité nucléotidique chez Coffea

Des arbres de geénes ont été construits avec le logiciel Mega3 version 2004 par la méthode
Neighbour Joining avec les distances de Kimura 2. La validité de chaque nceud a été évaluée par

bootstrap (1000 tirages au hasard des sites avec remise).
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Tableau 5 : Résultats des amplifications et des séquengage

Code de travail

Géne du couple Amplification Q}lahte les
séquences
d'amorces
1 oui bonne
2 non _
CWI 3 oui bonne
4 non _
5 oui bonne
24 non
S 25 oui bonne
6 non B
SPS 7 ou% bonne
8 oul bonne
9 oui mauvaise
36 oui bonne
10 oui mauvaise
18 non _
Snsyl 19 oui mauvaise
20 oui bonne
21 oui bonne
22 oui bonne
23 oui bonne
11 non _
12 oui bonne
13 oui mauvaise
Susy2 14 oui bonne
15 oui a cloner
16 oui a cloner
17 oui bonne
Tableau 6 : Bilan des séquences amplifiées
géne Non amplifiés illisibles séquencés
CWI P2,P4 Pl B3, P3
INV P24 P25
SPS P6 P9 P7,P8
Susyl P18 P10,P19 P20-21-22-23
Promoteur P36
Susyl
Susy2 P11 P13 P12-14-15-16-17




III Résultats

3.1. Problémes rencontrés

Les ADN extraits de feuilles provenant d’Afrique amplifient moins bien que les ADN
extraits de plantes cultivées sur place en serre. Une purification des ADN s’est avérée nécessaire.
L’efficacité et la spécificité de la Taq « maison» ne sont pas constantes suivant les lots.
L’amorce 25 (Invertase) s’est révélée instable. Les séquences obtenues dépassent rarement les
500 paires de bases. Leur taille est trés variable, parfois a cause de microsatellites & I’état
hétérozygote qui rendent le chromatogramme illisible, parfois a cause de la mauvaise qualité des
produits PCR. Dans le premier cas, si le fragment est petit, un re-séquencage avec 1’amorce
« reverse » permettra d’obtenir la séquence compléte. Pour les fragments plus grands, il faudra
redéfinir des amorces.

3.2. Résultats aprés amplification et séquencage

Dans un premier temps, les fragments choisis ont été amplifiés pour 1 individu par
population et les parents de cartographie, soit 8 génotypes. Les fragments qui n’amplifiaient pas
en PCR ou illisibles sur chromatogramme chez ces individus ont été éliminés. Dans un deuxiéme
temps, les fragments 7 de SPS, 12, 14 et 17 de Susy2, et 23 et 36 de Susyl ont été amplifi€s sur
un échantillon représentatif allant de 17 a 42 individus dont 14 autres especes du genre Coffea.
Le fragment de SPS a été analysé chez 73 individus, dont les 14 espéces (Tableaux 5 et 6).

3.3. Diversité
3.3.1.1. Diversité nucléotidique

Cent-six polymorphismes (SNP+indels), ont été détectés sur 9,5 Kilobases soit un

polymorphisme tous les 97 paires de bases en moyenne. 28 % se trouvent dans des exons. 8,5%
sont non-synonymes et aucun d’entre eux n’entraine un changement radical d’acide aminé.
Dans les parties 3’UTR et les introns, la fréquence d’occurrence est d’une mutation tous les 43 et
65 paires de bases (pb) respectivement. Dans les exons, les mutations sont plus rares, toutes les
265 pb pour les synonymes et toutes les 601 pb pour les non synonymes. Dans le promoteur de
Susy 1 (fragment 36), les mutations sont trés fréquentes, une toutes les 28 paires de bases, et il
s’agit principalement de motifs microsatellites (Tableau 7).

Pour la suite des analyses, 60 singletons, c'est-a-dire les nucléotides polymorphes chez un
seul des individus échantillonnés, ont été éliminés. D’une part leur fréquence correspond a celle
estimée pour les erreurs de Taq : Bracho ef al., (1998) prévoit 2.10*mutations maximum par pb

et par cycle au maximum, soit, pour un fragment de 500 pb et 35 cycles de PCR, 1.75 site
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Tableau 7 : Polymorphismes détectés chez Coffea canephora

taille des fragments (pb) Polymorphismes validés Position des polymorphismes Nombre de polymorphismes pour 100 pb Singleton

Géne Fragment [2N"| Total 3"° | Intron | Exon [ 5° |Total| SNP | INDEL| Microsat |3'°| Intron |ExonS?|ExonNs®|5°| Total | 3'° | Intron | ExonS | ExonNs| 5¢ Total
1 8 307 235 0 72 0 2 1 0 1 2 0 0 0 0| 0,651 | 0,851 0,000 0,000 0
3 7 521 0 0 521 0 2 2 0 0 0 0 2 0 0} 0,384 0,384 0,000 1
CWI S5F 4 480 0 124 356 0 7 6 0 1 0 3 2 2 0] 1,458 2,419 0,562 0,562 2
SR 12 135 135 0 0 0 2 2 0 0 1 1 0 0 0] 1,481 | 0,741 _ _ _ _ 4
total ’ 1443 370 124 949 0 13 11 0 2 3 +4 -4 2 0] 0901 |0.811] 3226 0421 0211 5 7
25F 6 615 0 47 568 0 3 3 0 0 0 0 2 1 0| 0,488 0,000 0,352 0,176 1
INV3 25R 7 428 0 207 221 0 6 6 0 0 0 3 2 1 0| 1,402 1,449 0,905 0,452 _ 4
total 2! 1043 0 254 789 0 9 9 0 0 0 3 4 2 0| 0.863 24 1.181 0.507 0.253 Ry 5]
7 81 624 362 0 262 0 17 | 17 0 0 12 0 4 1 0| 2,724 | 3,315 1,527 0,382 3
SPS 8F 7 630 0 357 273 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0
8R 6 576 0 202 374 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0| 0,174 _ 0,495 0,000 0.000 . 1
total _ 1830 362 559, 909 0 13 18 0 0 12 1 +4 1 0] 0984 | 3315] 0.179 0.440 0.110 < 4
23 36 476 302 99 75 0 11 11 0 0 74 3 0 1 0] 2311 |2318| 3,030 0,000 1,333 2
36 21 371 0 0 0 371) 13 | 8 0 5 0 0 0 0 13] 3,504 3,504 4
Susyl 20F 6 241 0 75 166 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 0,000 0,000 0,000 0,000 0
20R-21F | 7 815 0 351 464 0 1 1 0 0 0 0 1 0 0} 0,123 0,000 0,216 0,000 3
22R 6 457 0 195 262 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0] 0,219 _ 0,513 0,000 0.000 _ 2
total _ 2360 302 720 Do | BT IR260] 2] 0 5 7 4 1 l 13] 1.102 | 2318 | 0.556 0.103 0.103 | 3.504 11
12 74 642 0 293 349 0 | 10 ] 10 0 0 0 6 2 2 0] 1,558 2,048 0,573 0,573 5
13F 5 157 0 157 0 0 d 0 0 1 0 ) 0 0 0 0,637 0,637 2
13R 4 277 0 199 78 0 2 2 0 0 0 2 0 0 0] 0,722 1,005 0,000 0,000 3
Susy2 14 35 431 0 96 335 0 10 8 0 2 0 9 1 0 0] 2,320 9,375 0,299 0,000 5
15 11 398 0 111 287 0 6 4 2 0 2 2 ! 1 0| 1,508 1,802 0,348 0,348 8
17F 8 305 0 127 178 0 3 3 0 0 0 2 1 0 0] 0,984 1,575 0,562 0,000 6
17R 31 704 0 285 419 0 8 8 0 0 0 5 3 0 0 1,136 _ 1,754 0,716 0,000 _ 4
total _ 2914 0 1268 1646 0 40 35 2 3 2 27 S 3 0] 1.266 _ 2.599 0416 0.154 by 33
T'ous les fragments - 9590 1034 2925 5260 | 371 ) 106 | 94 2 10 24 39 21 9 131 1,023 | 2.320 1,548 0,378 0,166 3.504 60




présentant une fausse mutation. D’autre part, cette fréquence est trop faible pour &tre prise en
considération dans des tests d’association. Intégrer des variants ambigus serait prendre le risque
de considérer un haplotype faux et de surestimer la fréquence des variants rares dans les tests de
déviation par rapport & la neutralité. Le re-séquencage des individus présentant le singleton et
d’un plus grand nombre de caféiers par population par la suite permettra une recherche
exhaustive de tous les haplotypes existants.

Les haplotypes déduits avec PHASE & partir d’individus comportant des données
manquantes pour certains sites et estimés incertains par le logiciel ont également été éliminés de
1’étude.

S’il existe des données manquantes au niveau d’un site polymorphe et si statistiquement le
logiciel PHASE hésite entre deux génotypes, il va proposer celui qui est en plus forte fréquence
dans I’échantillon, méme si I’haplotype choisi provient d’une autre population. Ainsi il proposait
parfois des haplotypes guinéens pour des individus congolais. Or on sait que les flux de génes
sont possibles entre les groupes congolais (SG1, SG2, B et C) mais peu probables entre guinéens
et congolais. L’option supplémentaire "—" qui est supposée donner un poids important aux
recombinaisons intra groupes a été testée dans un premier temps mais les haplotypes obtenus
étant les mémes, la stratégie choisie a été de traiter les données des deux groupes séparément.

A partir des haplotypes définis, la diversité nucléotidique a été calculée pour chaque géne a
I’intérieur de chaque groupe. La diversité nucléotidique totale est de 0.00560, 0.00892 si on ne
considere que les sites silencieux et 0.00041 si on ne considere que les sites non synonymes. La
seule partie promotrice analysée, celle de Susyl, présente une diversité nucléotidique plus élevée
(0.00769) (Tableau 8).

3.3.1.2. Diversité haplotypique

Le fragment 7 présente un nombre d’haplotypes significativement plus élevé (24) pour
une taille de fragment équivalente (Tableau 8). La diversité haplotypique est particuliérement
élevée pour tous les génes (0.82).

Quatre-vingt seize polymorphismes supplémentaires ont ét¢ détectés au niveau inter
spécifique. Au total, 9 mutations sont non-synonymes chez Coffea canephora et 4 autres chez les
espéces. Une seule est radicale et n’est présente que chez une seule espece dans le fragment 17
de Susy2. La diversité nucléotidique inter espéces est supérieure a celle observée intra C.
canephora avec un polymorphisme toutes les 30 pb en moyenne. La zone ou les mutations sont
les plus fréquentes sont les introns (toutes les 15 pb) alors qu’il s’agissait de la partie 3°’UTR au

niveau intra spécifique (Tableau 9).

15



Tableau 10 : Différenciation génétique entre les différents groupes de diversité

Géne Fragment Fy"

SPS 7R 0,4272
Sipsyl 23R 0,4388
36R 0,8301
12R 1* 0,5717
12R 2** 0,6333
Susy2 14R 0,5042
17R 0,4935
12R_1+14R+17R *** | 0,5983
TousTes fragments 0,5442

sans le fragment 36 0,4871

* k¥ Fk¥* of tableau 8

? Index de fixation de Wright, Hudson ef al. 1992



Tableau 8 : Estimateurs de diversité nucléotidique et haplotypique

Diversité nucléotidique Diversité haplotypique
Geéne Fragment N | n(Tot) [ n(Sil) | mNS) [6w(tot) [ Ow(sil) [ OW(NS) | # haplotypes | Hd By

SPS 7R 146 | 0,00487 | 0,00603 | 0,0025 | 0,0049 [ 0,0068 | 0,0009 24 0,8295 0,4272
Sy 23R 56 | 0,00667 | 0,00756| 0,0000 | 0,0055 | 0,0062 | 0,0000 11 0,8730 | 0,4388
36R 34 10,00769 | 0,00769| 0,0000 | 0,0049 | 0,0049 | 0,0000 8 0,8380 | 10,8301
12R 1* 84 |0,00421]0,00919| 0,0000 | 0,0023 | 0,0050 [ 0,0000 5 0,7990 | 0,5717
12R. 2%* 36 |0,00437(0,00735]| 0,0002 | 0,0030 [ 0,0045 | 0,0009 7 0,8290 | 0,6333
Susy2 14R 66 | 0,00686 | 0,01700| 0,0000 | 0,0044 | 0,0170 | 0,0000 9 0,8190 | 0,5042
17R 54 |0,00331|0,00603| 0,0000 | 0,0022 [ 0,0040 | 0,0000 6 0,7600 | 10,4935
12R_1+14R+17R*** | 28 | 0,00480 | 0,01019( 0,0000 | 0,0033 | 0,0091 | 0,0000 11 0,8810 | 0,5983
Tm:s les fragments 0,00560 | 0,00892 | 0,00041 | 0,00402 | 0,00732| 0,00015 11 0,8197 0,5442

b 0,00223 | 0,0008 | 0,0000 |0,00122| 0,0000 { 0,0000 0 0,74 0,25

IC 0,00897 | 0,0170 | 0,00239 | 0,00682|0,01683 | 0,00087 24 0,89 0,83

?]e nombre total de gamétes analysés ainsi que les moyennes des différents estimateurs de diversité nucléotidique et haplotypique ont été
calculées en considérant les données des fragments 7R, 23R, 36R, 12R 1, 14R et 17R

*Intervalle de confiance 4 5%

* *% En raison d'une qualité de séquence parfois moyenne a partir d'une certaine longueur, 'ensemble des polymorphismes localisés dans
le fragment 12R n'ont pas pu étre analysé pour tous les individus. En conséquences deux analyses ont été réalisées : pour la premiére
(12R_1) le nombre d'individus & été maximisé au dépend du nombre de SNP, dans le seconde (12R_2) I'ensemble des SNP détectés a été
analysé mais le nombre d'individu considéré a été diminué.

*** Pour Susy?2 les fragments 12R_1, 14R et 17R ont été analysés de fagon simultanée de fagon a fournir des estimateurs globaux pour ce

gene



Tableau 9 : Polymorphismes détectés entre les différentes espéces du genre Coffea analysées

Taille des fragments (pb) Polymorphismes validés Position des polymorphismes Nombre de de polymorphismes pour 100 pb
Gene | Fragment |Total| 3' [Intron| Exon|5'|Totall SNP|INDEL | Microsat| 3' |Intron| ExonS |ExonNS| 5' [Totall 3' | Intron | ExonS [ ExonNS| 3'
SPS 7 624 13621 0 |[262|0) 22| 17 5 0 IEed [P 7 0 _ }3.53] 4.14 AL 2.67 0.00 5
Susyl 23 476 (302 99 | 75 |0f 18 | Ll 2 5 13] 4 | 0 _]3.78] 430 | 4.04 1.33 0.00 __
12 642 | 0 [ 293 | 349 [0} 23 [ 21 1 1 0 19 3 1 13,58 6,48 0,86 0,29 _-
Sosy? 14 4311 0 | 96 [335]|0f 14 | 11 1 2 0] 12 2 0 13,25 12,50 [ 0,60 0,00
17R 704 [ O [ 285 | 419 |0} 19 | 17 0 1 0] 16 I 2 12,70 5,61 0,24 0,48
total 1777] 0 | 674 [1103| 0] 56 | 49 2 4 0] 47 6 3 0 f3.15] _ 6197 0.54 027 | _ |
Tous les fragments |2877]|664| 773 [1440| 0| 96 | 77 9 9 28] 51 14 3 0 |3,49| 4,22 5,51 1,52 0,09 "]
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Figure 12 : Réseau d’haplotypes du fragment
12_1 (5 SNP) (Susy2)

Figure 13 : Réseau d’haplotypes du fragment
12_2 (10 SNP) (Susy2)
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Figure 14 : Réseau d’haplotypes du fragment
17 (Susy2)

Figure 15 : Réseau d’haplotypes du fragment
14 (Susy2)
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Figure 16: Réseau d’haplotypes du fragment

7 (Susy2)
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Figure 17 : Réseau d haplotypes du fragment
36 (Promoteur Susyl)

Figure 18: Réseau d’haplotypes du fragment
23 (Susyl)




Figure 19 : schématisation des flux de génes chez Coffea canephora
d’aprés les haplotypes partagés pour les génes de la voie de biosynthése de saccharose

Tableau 11 : Nombre d haplotypes partagés par les différents groupes de C. canephora

guinéens

SG1
(Niaouli)

SG2(INEAC2)

B
(Libengue)

C(NANA)

N (Nganda)

W
(ougandais
sauvages)

guinéens

3

1

5

SG1 (Niaouli)

6

2

SG2(INEAC2)

6

B (Libengue)

O|O|IN (=

C(NANA)

ool |O

N (Nganda)

D|Oo|W|~|—~]|O

W (ougandais
sauvages)




Tableau 12 : Test de neutralité

Geéne |Fragment Population N*[s°| R.°| Dde p! [FsdeFu P¢
SG2 (INEAC2) 18112 1 0,41 -2.94 0,07
B (Libengue) 3818 0 Se0iss| 012 0,53
C (NANA) 16|18 0 0,25 1,26 0,80
SPS 7R SG1 (NIAOULI) 12 | 4 1 0,30 -1,61 0,05
Guinee (PINE) 1418 O 0,47 1,65 0,85
Ouganda (Nganda) | 28 | 9 1 0,44 -1,23 0,34
Ouganda (Kibale) 2014 O 0.85 0,95 0,76
Moyenne -0,26
SG2 (INEAC2) 815] 0 0,34 0,61 -1,08 0,27
B (Libengue) 1018 0 1,29 0,93 | '35 | 097
23R SG1 (NIAOULI) 8 |1 0 -1.05 0,47 -0,18 0,45
Ouganda (Nganda) 6 18] O 1,28 0,89 2,58 0,91
Ouganda (Kibale) 6 | 4 0 0,15 0,55 0,83 0,67
Susyl Movyenne 0,40 1,14
SG2 (INEAC2) 4 |2 0 1,89 0,85 1,53 1,00 *
Guinee (PINE) 6 |1 0 1,45 | 1,000 *| 180 1,00 *
36R  |Ouganda (Nganda) 4000 1,63 0,74 0,54 1,00 *
Ouganda (Kibale) S Bl ) -0,93 0,55 0,00 0,54
Moyenne 1,01 0,97
SG2 (INEAC?2) 8 12 0 1,79 12 2599 0,96
B (Libengue) 34[3] 0 0,18 0,62 | -0,05 0,53
12R 1 |SG1 (NIAOULI) St 0 1,79 ¥ 2,22 0,97
Ouganda (Nganda) 6 |1 0 0,85 0,87 0,63 0,86
Moyenne 1,16 1,25
SG2 (INEAC2) 8 |6] 0 | 023 | 0.65 | 055 0,61
B (Libengue) 8 16| 0 ' : 0,92 0,73
C (NANA) 10| 1 0 0,82 0,79 0,82 0,62
SG1 (NIAOULI) 10| 4 0 1,11 0,86 0,39 0,64
Susy2| 4R |G finee (PINE) 10]7] 0 | -134 | 008 | 075 | 036
Ouganda (Nganda) 10]5] O 1,18 0,89 2,23 0,91
Ouganda (Kibale) L0281 540 0,02 0,55 1,52 0,80
Moyenne 0,04 0,81
SG2 (INEAC?2) 8 16| 0 0,81 0,81 2,29 0,90
SG1 (NIAOULI) 8 | 4 0 0,49 0,67 3,15 0,94
17R  |Guinee (PINE) 100511200 -1,11 0,41 -0,34 0,40
Ouganda Nganda) | 8 | 5] 0 | 176 [0.988% 725 0,92
Moyenne 0,49 1,84

? Nombre de gamétes analysés

° Nombre de sites polymorphes

“Nombre minimum d'événements de recombinaison d'aprés le test de Hudson et Kaplan (1985)
“P(D attendu sous I'hypothése de neutralité <D observé)

°P(Fs attendu sous I'hypothése de neutralité <Fs observé)
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Figure 20 : arbre de géne construit a partir du consensus du fragment 7 (SPS)
de C. canephora et de 14 especes du genre Coffea
Neighbour-Joining-Kimura 2, 1000 bootstrap
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WC : Afrique Centrale et Afrique de I’Ouest
E : Afrique de I’Est
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Figure 21 : arbre de géne construit a partir du consensus des fragments 12-14-17
(Susy2) de C. canephora et de 14 espéces du genre Coffea
Neighbour-Joining-Kimura 2, 1000 bootstrap
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3.4. Différentiation intra canephora

L’estimateur de différenciation inter groupes Fy est trés élevé : 0.49 (Tableau 10). Le
promoteur de Susyl (fragment 36) est significativement différent des autres pour ce parametre
(0.83).

La relation phylogénétique entre les haplotypes obtenus pour chaque géne ainsi que les distances
qui les séparent en terme de nombre de mutations ont été représentées sous forme de réseaux
d’haplotypes (Figures 12-18). Le réseau du géne SPS (fragment 7) se différencie des autres. Il est
constitué d’un haplotype majoritaire et de quelques haplotypes satellites. Pour les autres génes,
on trouve 5 haplotypes majoritaires. Pour tous les geénes, les guinéens possedent un seul
haplotype qui leur est propre et quelquefois un deuxiéme haplotype qu’ils partagent avec les
groupes congolais B ou SG1. Les caféiers ougandais et ceux du groupe B partagent généralement
leur haplotype majoritaire. On observe le méme phénomeéne pour les groupes C et SG2. Les
Nganda possédent souvent un haplotype commun avec le groupe B et un haplotype commun
avec les ougandais sauvages.

Le tableau 11 qui résume le nombre d’haplotypes partagés par chacun des groupes pris deux a
deux a permis de reconstruire schématiquement les flux de genes entre ces populations (Figure
19).

3.5. Divergence des espéces

Un arbre de genes a été construit avec, pour le fragment de SPS, la séquence consensus
de C. canephora et les séquences de 14 autres espéces (Figure 20). Un second a été construit
avec le consensus de Susy2 pour lequel on dispose de 1484 pb grace a 3 fragments mis bout a
bout et la séquence de 14 autres especes (Figure 21). Dans les deux cas, un haplotype de C.
arabica se trouve dans le groupe des canéphoroides et ’autres dans le groupe de C. eugenioides.

3.6. Tests de déviation par rapport a la neutralité sélective et 1’équilibre

démographique

Les valeur globales par géne des tests de Tajima sont positives, ce qui correspond a une
structuration forte des populations de C. canephora (Tableau 12). Les valeurs des tests D de
Tajima au sein de chaque population pour chaque gene sont globalement positives, ce qui
signifie la présence de plusieurs alléles majoritaires. Le fragment 7 se distingue des autres. La
valeur du test pour le fragment est nulle. Les valeurs du test de Tajima sont négatives pour 6 des
7 populations, ce qui correspond a la présence d’un haplotype majoritaire et un exces d’alléle;
rares. Le test est cependant significatif pour une seule population (Libengue, groupe B). Ceci

peut étre du soit a des forces évolutives neutres (effet fondation, croissance rapide de la
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population), soit & une sélection positive d’un alléle parce qu’il est mieux adapté. La population
ougandaise sauvage a une valeur positive. Le test Fs de Fu est significativement négatif pour
SG1 et SG2. _

La population Libengue (SG2) se différencie des autres. Elle présente une valeur
significativement négative pour les fragments 7 et 14 et nulle pour le 12. Les Nganda présentent
un test significativement positif pour le fragment 17. Les autres tests significatifs n’ont pas été
pris en compte car le nombre de sites en ségrégation dans les populations était inférieur a 5

(cases grisées dans le tableau).

IV. Discussion

4.1. Des familles multigéniques mais des amplifications spécifiques

Quelques EST ayant servis a la définition des amorces n’étaient pas chevauchants. 11 est
donc possible que certains fragments définis appartiennent & des membres différents d’une méme
famille multigénique. Pour s’en assurer, 1’équipe a effectué les hybridations des fragments sur
une banque BAC de Coffea canephora. Seuls les fragments 7 de SPS, 11, 12, 13 et 15 de Susy2
ont été analysés jusqu’a présent. Ils sont présents en simple copie dans le génome et les
fragments 12,13 et 15 correspondent au méme géne de Susy2. Des analyses cumulant les
données obtenues sur plusieurs fragments sont donc possibles. Bien que les résultats pour les
fragments 14 et 17 ne soient pas encore connus, les données de 12, 14 et 17 ont été cumulées
pour estimer une diversité nucléotidique globale de Susy?2.

4.2. Diversité nucléotidique comparable a celle d’autres espéces

La diversité nucléotidique (0.00560) est supérieure a celle observée globalement sur
plusieurs loci chez d’autres ligneux pérennes allogames et & pollinisation anémophile comme
Pinus pinaster (0.00241) et radiata (0.00186) (Pot et al, 2005). Elle est inférieure a celle
d’Arabidopsis thaliana (0.0067) (Aguadé, 2001) qui est autogame, a celle du mais (0.00871)
(White et Doebley, 1999), une plante annuelle et allogame et trés inférieure a celle du peuplier
(0.0111) (Ingvarsson, 2005). Alors que chez I’homme on trouve un SNP tous les 1000 pb, 1 SNP
tous les 540 pb chez le blé (Somers et al, 2003) et un tous les 28 pb chez le mais, on en trouve 1
tous les 97 pb dans les génes de la voie de biosynthése du saccharose chez le café. Par rapport a
une allogame annuelle comme le mais, ce n’est pas surprenant de trouver une diversité
nucléotidique inférieure car il s’agit d’une plante pérenne au temps de génération plus long. Les
SNP sont 5 fois plus fréquents que chez le blé autogame dont les fréquences de recombinaison

sont inférieures.
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Tableau 13 : part des polymorphismes attribuée a chaque zone du géne

part des polymorphismes (%)
5'UTR 12,00
intron 37,00
exon_S 20,00
exon NS 8,50
3'UTR 22,50

Tableau 14 : part des polymorphisme ayant un impact sur la séquence d'acides aminés

type de mutation dans le exons part respective (%)
synonyme 0,70
conservative 0,17
moderately conservative 0,12
radical 0,02

Tableau 15 : taux de transition/transversion suivant les zones du géne

transition/transversion
5'UTR 4,50
intron 1,31
exon_S 3,18
exon_NS 1,00
3'UTR 1,51
total 1,86

Tableau 16: Comparaison des différenciations génétiques observées avec différents types de marqueurs

nombre de Loci Fy
SSR (Cubry 2005) 35 0,42
Isozymes (Montagnon 2000) 8 0,45
Geénes (cette étude) 3 0,54
Geénes sans fragment 36 (cette € 3 0,49




Conformément a des études précédentes (Tiret et al, 2002), le taux de transition (65%) est

inférieur au taux de transversion. Les transversions ont une tendance supérieure a aboutir a des
mutations non synonymes (Tableau 15). Dans les exons, les SNP synonymes sont majoritaires
(70%) (Tableau 13). Parmi les altérations non conservatives, une seule est radicale (Tableau 14).
Aucun codon stop (mutation non-sens) prématuré ou décalage du cadre de lecture (mutation anti-
sens) n’a été détecté.
Le peu de mutations non conservative, confirme 1’importance de 1’intégrité de la conformation
des protéines de la voie de biosynthése du saccharose. La séquence d’acides-aminés est tres
conservée sur les fragments amplifiés, chez Coffea canephora ainsi que chez les 14 autres
especes.

4.3. Les génes de la voie de biosynthése du saccharose sont-ils soumis 3 une

pression de sélection ?

La diversité haplotypique (0.82) intra groupes est beaucoup plus forte que chez le pin
maritime par exemple (0.4). Les enzymes de la voie de biosynthése du saccharose présentent une
forte structure haplotypique.

La différentiation maximale qui existe chez Pinus pinaster est de 0.22 entre les
populations d’aquitaine et celles de Corse et 0.117 pour Populus tremula (Ingvarsson, 2005). Le
coefficient de fixation Fg est en comparaison trés fort (0.49) chez Coffea canephora. Les
populations de caféiers doivent donc étre des populations plutdt isolées et différenciées les unes
par rapport aux autres. Par contre ce Fy est comparable a celui obtenu pour des marqueurs
neutres (isozymes et SSR, Tableau 16), ce qui permet de supposer que les génes analysés ne sont
globalement pas soumis & une sélection artificielle ni & une sélection naturelle.

Seul le promoteur de Susyl présente une structuration supérieure. Il s’agirait donc d’un
outlier, c'est-a-dire un marqueur dont la structuration de la diversité est hors type par rapport aux
autres (Vigouroux, 2002). Il est peut étre impliqué dans le controle génétique d’un caractére
adaptatif subissant une sélection diversifiante. Alors qu’il ne semble pas impliqué dans
I’accumulation du saccharose dans le fruit d’apres les études d’expression (Figure 9), il pourrait
jouer un role dans d’autres caractéres d’intérét agronomique comme la résistance a la sécheresse.
Il serait intéressant d’étudier son expression dans d’autres organes comme la feuille et de
compléter les études de diversité nucléotidique sur un échantillon plus large pour couvrir
I’ensemble de la diversité existante et voir si différents alléles du promoteur ont été fixés en
fonction des conditions climatiques. _

SPS ne se comporte pas comme les autres geénes. Un allele semble étre dominant, en

particulier pour la populations Libengue (B) d’apres les réseaux d’haplotypes obtenus. Ceci est
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confirmé par un test de Tajima négatif significatif au sein de cette population. Deux explications
sont possibles : soit la population subit une expansion rapide et on observe un excés d'alleles
rares récemment apparus dans la population, soit le géne SPS subit une pression de sélection
positive chez la population Libengue. S'il s'agit d'une force évolutive neutre comme la croissance
démographique, on devrait observer ce motif pour des marqueurs neutres répartis le long du
génome. Si on se base sur les 34 marqueurs microsatellites disponibles (Cubry, Master
Recherche2 2005), cette population ne se distingue pas des autres : la fréquence de [’alléle
majoritaire est de 0.6 en moyenne, une valeur équivalente voir inférieure a celle obtenue pour les
autres populations. Donc SPS ne se comporte pas comme les loci neutres chez Libengue. La
significativité du test pour le fragment 7 n’est certainement pas du a un événement neutre. Il
serait intéressant de confirmer cette conclusion en amplifiant le fragment pour un plus grand
échantillon.

Susy 2 ne présente aucune preuve de déviation par rapport a la neutralité ou 1’équilibre
démographique sur les fragments amplifiés jusqu’a present. Nous disposons de 3 fragments pour
lesquels nous avons seulement 15 individus en commun. Les séquencages vont donc continuer
pour couvrir un plus grand échantillon. D'autres études ont été faites sur des génes structuraux
d’Arabidopsis thaliana. La moyenne de diversité nucléotidique intra population est de 0.0049.
Par contre pour des genes de régulation elle est estimée a 0.019 (Purugganan et Suddith 1998).
La diversité observée au niveau des loci structuraux est souvent neutre malgré la contrainte qui
empéche tout changement d’acide aminé. Ce sont les génes de régulation qui présentent une
déviation par rapport a la neutralité et sont soumis & sélection. Il n’est donc pas trés surprenant
d’observer une diversité nucléotidique du méme ordre de grandeur pour des enzymes de la voie
de biosynthése du saccharose. D’aprés Boldogkoi (2004), ce serait la plupart du temps non pas
un géne mais des réseaux de génes de régulation qui seraient responsables de la variation
d'expression des genes structuraux. Ainsi, comme pour le géne Susyl de Coffea canephora et tbl
du mais (Clark, 2004), il serait peut-étre intéressant d’étudier la partie promotrice de Susy2 qui
pourrait jouer un rdle dans la régulation de I’expression du gene, plus que le géne lui-méme dont
la séquence d’acide aminé semble importante pour la fonction du geéne.

Il se peut également que ’accumulation de saccharose ne soit pas un caractére soumis a la
sélection chez des espéces non domestiquées. Une plus forte teneur du fruit en saccharose ne
serait pas un avantage adaptatif qui augmenterait la valeur reproductive des individus. Comme
les caféiers n’ont pas encore subi une forte sélection artificielle, les individus produisant plus de
saccharose n’ont pas encore été multipliés préférentiellement par I’homme. Les alléles favorables

ne sont pas encore fixés méme dans les populations cultivées.
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Figure 22 : arbre consensus de Wagner construit & partir d’analyses phylogéntiques de séquences ITS2
d’apres (Lashermes, 1997)
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M : Madagascar

WC : Afrique Centrale et Afrique de I’Ouest
E : Afrique de I’Est



La voie de biosynthése de saccharose impliquant de nombreux activateurs, inhibiteurs et
intermédiaires ainsi que plusieurs membres de familles multigéniques, d’autres geénes candidats
peuvent également étre envisages.

4.4. Est-ce que les données observées concordent avec I’histoire démographique

des populations ?

Les populations SG1, SG2 et Nganda sont les seules a étre réellement cultivées. Elles
présentent un test Fs de Fu négatif pour le fragment 7 de SPS. Si seulement Fs est significatif, il
est plus probable que ce soit du & une expansion rapide de la population qu’a un effet de la
sélection naturelle. Pour distinguer I’effet d’une sélection purifiante d’une croissance de
population, il faut observer la distribution allélique pour d’autres génes ou des marqueurs
neutres. Si la valeur du test est la méme quelque soit le marqueur, les responsables sont les forces
d’évolution neutre qui agissent uniformément sur I’ensemble du génome. Si la valeur du test est
significativement différente pour un geéne précis, c’est qu’'une force sélective agit plus
particulierement sur lui. Or un seul geéne présente des tests Fs négatifs. Donc il s’agit
certainement d’un phénomene de sélection positive sur SPS qui agit plus particuliérement sur les
populations cultivées et sur la population B (Libengue).

Les guinéens ont des haplotypes trés différents qui leur sont propres. Ce sont des
populations de 30 individus en moyenne constituées par un gros arbre et quelques plus jeunes
autour. L’effet fondation est donc trés fort, ce qui explique le nombre d’haplotypes limité et le
déséquilibre de liaison qui persiste sur de longues distances d’aprés les marqueurs neutres
(Cubry, 2005).

Les Nganda sont trés hétérozygotes et présentent des haplotypes d’origine trés différente
(SG1, SG2, B et ougandais sauvages) ce qui est confirmé par le fait que la population ait été
construite sur des bases phénotypiques a partir d'individus d'origine différente rassemblés dans
un jardin botanique. Un individu parmi les ougandais sauvages était trés différent. Il y aurait
apparemment dans la forét de Kibale des C. eugenioides. La correspondance des haplotypes
pourra donc étre comparée pour les 5 génes analysés.

Les congolais forment effectivement un continuum avec des flux de génes possibles.

Au niveau inter spécifique, les arbres obtenus a partir de SPS et Susy 2 (Figures 20-21)
présentent un haplotype d’arabica proche des canephoroides et 1’autre proche de C. eugénioides,
ce qui confirmerait la probabilité de ces espéces comme ancétres diploides de C. arabica et plus
particulierement C. eugénioides comme ancétre maternel d’aprés des marqueurs chloroplastiqueg

(Lashermes, 1997, Figure 22). Les arbres obtenus a partir de séquences de génes correspondent
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globalement & la répartition géographique des espeéces. Bien que la validité de certains nceuds
soit discutable, 1’évolution de ces génes semble plutdt neutre méme au niveau inter spécifique.
En résumé, le partage d’haplotypes (Figure 19) semble correspondre a la structuration du
polymorphisme de loci neutres (Figure 22, Annexe 4) et a la répartition géographique des
différents groupes (Figurel0), ceci aussi bien au niveau intra qu’au niveau inter spécifique. Les
estimateurs de diversité sont équivalents & ceux obtenus pour des marqueurs neutres. Il n’y a pas
de différence significative au niveau des tests pour les populations sauvages (guinéens, B, C) et
cultivées (SG1 et SG2), ce qui confirme le fait que le café est une espéce peu domestiquée. La
mise en culture des espéces de caféiers remonte a la deuxiéme moitié du 19°™ siécle. Quelques
générations seulement séparent les populations sauvages actuelles de celles qui sont & 1’origine
des formes cultivées (Berthaud, 1986). Le promoteur de Susyl et SPS ont une structure du
polymorphisme différente des autres fragments et sembleraient avoir une évolution non neutre.
Toutes ces hypotheses devront étre confirmée a I’aide d’un échantillonnage plus conséquent.

4.5. Limites méthodologiques de I'analyse

La présence de nombreux motifs microsatellites & l'intérieur des séquences demanderait

une vérification sur 15 individus au moins avant d’amplifier chez un grand échantillon.

Le test de Tajima est trés sensible & la structure des populations. Le fait que les
échantillons intra populations soient trés réduits porte & caution les conclusions tirées.
Cependant, le test D de Tajima est considéré comme plus puissant (Simonsen et al. 1995) que le
test de Fu and Li dont les résultats ne sont pas montrés dans ce rapport. Le fait d’avoir enlevé de
’analyse 60 singletons, donc des alléles potentiellement rares, a un impact sur les résultats : 6w
est s‘ous estimé et des tests globalement plus positifs sont obtenus.

C. canephora étant allogame, on s'attendait a observer un déséquilibre de liaison faible le long du
génome. Dans ce cas, le nombre de marqueurs nécessaire pour couvrir l'ensemble du génome
dans le cadre d'une analyse QTL est impossible. C'est pourquoi une approche géne candidat
semblait justifiée et 1’approche évolutive intéressante pour détecter le géne responsable de la
variation d'un caractere. Il s'avére que le déséquilibre de liaison est assez fort pour la plupart des
populations étudiées, peut-étre a cause d'un fort effet fondation au départ et d’isolation des
populations qui se reproduisent majoritairement entre elles. Donc une approche QTL suffira
peut-étre a trouver des marqueurs liés & la variation du caractére au sein d'une population
d'amélioration. Ceci n'enléve en rien l'intérét a l'approche évolutive qui a permis d'identifier un

oulier et peut-étre un géne soumis a sélection!
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CONCLUSION

Il s'agit d'une étude pionniére chez le caféier : les premiers SNP viennent d'étre typés pour
cette espéce. La diversité nucléotidique observée au sein de ces geénes est supérieure a celle
observée chez d’autres ligneux comme le pin maritime mais inférieure & d’autres plantes
allogames comme le mais. La majorité des polymorphismes sont dans des régions non codantes.
Dans les exons, ils sont généralement synonymes ou dans le cas contraire, n’aboutissent pas a un
acide aminé trés différent au niveau physico-chimique, méme chez d’autres espéces du genre
Coffea. Ceci nous permet de dire que 1’intégrité de la structure protéique est trés importante pour
ces enzymes.

La structure du polymorphisme inter populations est comparable a celle observée pour des loci
neutres sauf pour le promoteur de Susy1 qui serait un outlier peut-étre impliqué dans I’adaptation
a la sécheresse. Les tests de déviation par rapport a la neutralité sont rarement significatifs. Seul
le fragment codant pour I’enzyme SPS semble subir une pression de sélection. Susy2 qui est un
bon candidat pour I’accumulation du saccharose dans les fruits d’aprés ses profils d’expression
ne subit apparemment aucune pression de sélection. La structure du polymorphisme n’est pas
différente entre populations sauvages et cultivées, ce qui s’explique par le faible nombre de
générations qui les séparent. La différentiation qui est observée aussi bien intra C. canephora qu'
inter espéces du genre Coffea correspond a leur répartition géographique.

L’évolution neutre est donc ici comme le pense Kimura la force dominante qui dessine les
niveaux et les motifs de diversité moléculaire.

Le séquengage des fragments sur un échantillon plus conséquent permettra d’augmenter la
fiabilité statistique des tests de déviation par rapport a la neutralité. L’étude de la diversité au
sein des promoteurs semble intéressante d’apres les forts taux de différentiation obtenus pour
celui de Susyl. La disponibilité d'une banque BAC devrait permettre d'identifier leurs séquences.
Des microstellites intra génes permettront de cartographier une Sucrose-Phosphate-Synthétase et
une Cell-Wall Invertase. Susy 2 est cartographié griace au fragment 16. Des SNP polymorphes
chez les parents de cartographie permettront peut étre également de cartographier 1’Invertase et
Susyl. Leur colocalisation avec des QTL de qualité pourra donc étre testée. En outre, les SNP
pourront servir de base pour de futurs tests d’association. Le champ de perspectives pour 1'équipe

génomique du café du CIRAD est immense!
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ANNEXE 1 : protocole d'extraction et de
purification d'ADN, protocole biotrop

I) Broyage de 1’échantillon :

1. Laver les feuilles avec de 1’éthanol (EtOH 70 %)
2. Broyer les feuilles dans I’azote liquide. Ajouter du PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) pour un
broyage plus fin. Transférer la poudre avec une spatule sortant de 1’azote dans un tube “Sarstedt” de
S0mL. Le mettre directement dans 1’azote liquide. Stocker les tubes a —80°C.

IT) Nuclear lysis :

Tampon d’extraction MATAB :

Concentration finale| Quantité pour 250 mL
Tris-HCI1 1M pH 8.0 100 mM 25 mL
NaCl 5M 14 M 70 mL
EDTA 0.5M pH 8.0 20 mM 10 mL
MATAB
= Mixed Alkyltrimethylammonium Bromide <4 > 8
PEG 6000
= PolyEthylene Glycol 1% 25g
| Sulfite de Sodium (NaSO4) 0.5% 125¢g
H,O distillé : Completer jusqu’a 250 m]

Préparer des tubes Sarstedt de 15 mL avec S mL de tampon d’extraction.
Garder les tubes dans un bain marie de 74 °C.

Ajouter 600 mg de poudre de feuille et homogénéiser par inversion.
Laisser remuer 30min dans un bain marie a 74 °C.

Laisser refroidir 10 min a temperature ambiante.

Ajouter SmL de Chloro IsoAmylAlcohol (CIAA).

Homogénéiser par inversion.

Centrifuger pendant 15 min a4 9000 g

Transferer la phase aqueuse dans un nouveau tube de 15 mL avec une pipette sans toucher
I’interphase.

6 98 30 Gh N = iR =
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III) Précipitation d’ADN :

Ajouter 0.7 fois le volume d’isopropanol (propanol-2).
Homogénéiser doucement.

Stocker a —20°C pendant au moins 20 minutes jusqu’a quelques jours.
Précipiter I’AND en centrifugeant pendant 20 minutes & 10000 g.
Enlever 1’isopropanol en pipettant.

Transférer le précipité dans un tube Eppendorf d’1.5 mL.

Laver le précipité avec de 1’éthanol 70 % (~ 500 pL).

Enlever 1’éthanol.

. Faire sécher I’échantillon dans le SpeedVac

Purification

Re-hydrater le précipité avec 600 pL de Nuclei Lysis Solution.

Incuber 20 minutes dans un bain marie a a 65°C (mélanger jusqu’a ce que le précipité soit
resuspendu).

Refroidir a 4°C.

Ajouter 200 pL de Protein Precipitation Solution et vortexer 10 secondes
Centrifuger pendant 20 minutes a 20000 g.

Pipetter la phase supérieure et la transferer dans un nouveau tube Eppendorf
Ajouter 0.7 volume d’isopropanol (propanol-2).

Homogénéiser.

Centrifuger pendant 20 minutes a 20000 g.

Pipetter 1’ isopropanol and sécher le précipité au SpeedVac.

Ajouter 200 pL de TE et laisser remuer toute la nuit.

Ajouter 0.5 U de Rnase A (Qiagen at 1 mg/mL) pour 100 pL.

Homoggénéiser par inversion.

Laisser remuer les tubes pendant 1-2 jours puis stocker & 4°C.
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ANNEXE 2 : Conditions dAMPLIFICATION,
protocole Biotrop

ANNEXE 2 : conditions d’amplification

94°C 3 min

94°C 45s

55°C 1 min (-0.5°C/ cycle) 10 cycles

12°C 2 min

94°C 45s

50°C 1 min 25 cycles

12°C 2 min

12°C 5 min

Mix PCR, 2mM magnesium, pour Purification PCR

amplification a partir d’ADN génomique

DNA (0.5 ng/ul) 25 ul
10X (biotrop) Sul

dNTP (biotrop) 4 pl

MgCl2 (biotrop: 50mM) 0.5 ul
P1 (10 pM) 0.5l
P2 (10pM) 0.5 ul
Taq (biotrop) 2.5 ul
H20 12 pl
Vf 50 pl

25

-aliquoter 50pl de chaque produit PCR dans une
plaques 96 puits MANU30

-mettre la plaque 3min sur une pompe a vide
-ajouter 300pl d'H20 Merck dans chaque puits
-remettre la plaque 10min sous vide ou jusqu’a ce
que les puits soient secs

-ajouter 50ul d'H20 Merck

-laisser reposer1 Omin

-récupérer les échantillons
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ANNEXE 3 : table de grantham (1974)

ALA AR(Q ASN AS] CY§ GLU GLN GLY HI§ ILH LEU LYJ ME] PHE PR( SEH THE TRl TYE VAI
A R Nl D| C Q E G| H I LI Kl M E P S T W Y v

ALA| A 0.

ARG R 112 0.

ASN| N 111} 86.[ 0.

ASP| OO0 126/ 96. 23| 0.

CYS| ( 195 180{ 139 154 0.

GLU| ( 91| 43. 46, 61| 154 O.

GLN| H 107] 54. 42] 45] 1700 29. O.

GLY| g 60 125/ 80, 94| 159 87| 98, 0.

HIS| H 86. 29. 68| 81| 174 24| 40| 98| 0.

ILE| I 94 97.| 149 168 198 109 134| 135/ 94| 0.

LEU| IJ 96. 102{ 153] 1721 198 113 138 138 99/ 5.| O.

LYS| K 106 26. 94, 101] 202 53, 56. 127 32| 102] 107 O.

MET] M 84, O91.] 142] 160 196 101} 126 127 87/ 10| 15) 95| 0.

PHE| H 113] 97, 158 177 205 116{ 140/ 153| 100, 21, 22] 102 28| O.

PRO| B 27, 103] 91| 108 169 76. 93| 42| 77/ 95| 98] 103 87. 114 0.

SER| § 99. 110] 46| 65| 112 68. 80. 56. 89| 142 145 121] 135 155 74) O.

THR| T 58| 71.| 65| 85| 149 42| 65| 59 47/ 89| 92| 78| 81.| 103 38) 58| O.

TRP| W 148 101 174 181] 215 130] 152| 184] 115 61| 61, 1100 67. 40| 147 177 128 0.

TYR| Y 112| 77.] 143] 160, 194 99. 122| 147 83| 33) 36] 85| 36. 22| 110] 144 92| 37| O.

VAL| | 64| 96| 133 152 192 96| 121 109| 84) 29| 32| 97/ 21| 50/ 68| 124 69 88| 55| o.
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ANNEXE4 : dendrogramme des groupes de diversité obtenus grace a 34
marqueurs microsatellites par la méthode des distances Neighbour Joining
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Sophie BOUCHET 2005 - Diversité nucléotidique et évolution moléculaire de cinq génes
impliqués dans la voie de biosynthése du saccharose dans le genre Coffea

CIRAD - Unité cultures pérennes, équipe génétique du café.
Avenue Agropolis — TA 80/03 (batiment 03)
34398 Montpellier Cedex 5 — France

Résumé — La qualité est un enjeu majeur pour la filiere Café, d’une part pour la stabilisation du
revenu des planteurs mais aussi pour la satisfaction de I’industrie et du consommateur. La
compréhension de son déterminisme génétique est primordiale en vue de la sélection de variétés
présentant de meilleures propriétés organoleptiques. Pour le torréfacteur, la teneur du grain en
saccharose est déterminante lors des réactions de Maillard, a ’origine du développement des
arOmes.

Cette étude a pour objectif I’analyse de la diversité nucléotidique de cinq génes impliqués dans la
voie de biosynthése du saccharose au sein de S des groupes de diversité de Coffea canephora et
des espéces représentatives des 4 groupes du genre Coffea.

Au sein de Coffea canephora, 106 polymorphismes ont été détectés sur les 9,5 Kb explorés. Le
taux de polymorphisme non synonyme est tres faible suggérant de fortes contraintes évolutives sur
ces protéines. La structure de la diversité nucléotidique observée est comparable a celle de
marqueurs neutres. Néanmoins, le promoteur de la saccharose synthasel présente un coefficient de
différentiation génétique significativement supérieur aux autres, il pourrait s’agir d’un outlier
éventuellement impliqué dans la variation d’un caractére adaptatif En outre, la Saccharose-
Phosphate-Synthétase semble soumise a une sélection positive au moins dans une des populations.
Les marqueurs microsatellites et SNP détectés permettront la cartographie des genes et serviront de
base pour des tests d’association avec la qualité organoleptique de Coffea canephora.

Mots-clés : diversité nucléotidique, saccharose, différentiation génétique, test de neutralité, Coffea
canephora

Sophie BOUCHET 2005 - Nucleotide diverstity and molecular evolution of S genes involved in
the sucrose biosynthesis pathway in the genus Coffea canephora

Abstract —Quality is relevant to improve producers’ income, to satisfy industry and consumers.
Comprehension of its genetic determinism is therefore important to identify good organoleptic
quality cultivars by Marker Assisted Selection.

Sucrose content in coffee beans is a major component for quality. It reacts with proteins during the
Maillard reaction to produce flavours.

The purpose of this study is to investigate the nucleotide diversity of S genes involved in the
sucrose biosynthesis pathway within the S groups which are known in the C. canephora species
and the 4 groups of the genius Coffea.

Within C. canephora, 106 polymorphic sites have been detected in the 9,5 kb explored. Non
synonymous polymorphism is very low, suggesting a strong evolutive constraint on these proteins.

The structure of nucleotide diversity is quite the same that the one observed for neutral markers
(isozymes and microstellites). Nevertheless, Sucrose Synthase 1 promoter presents a
significatively higher coefficient of genetic differentiation. It could be an outlier involved in the
variation of an adaptative trait. Furthermore, Sucrose-Phosphate-Synthase could be under positive
selection, at least for one population. Microsatellite and SNP which have been detected inside the
genes will permit to map them and to do association tests for Coffea canephora cup quality.

Key words : nucleotide diversity, sucrose, genetic differentiation, test of neutrality, Coffea
canephora
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