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AVANT-PROPOS

Le caféier est une plante cultivée économiquement trés importante. I1
représente le deuxiéme produit commercial aprés le pétrole et il est a la base
de l’économie de beaucoup de pays tropicaux. Bien que le genre Coffea
comprenne plus de 100 espéces, seules les espéces Coffea arabica et C.
canephora sont économiquement importantes et représentent respectivement
68.6% et 31,4% de la production mondiale de café (International Coffee
Organization : www.ico.org). Ces espéces possédent des caractéristiques
organoleptiques trés différentes. La premiére, qui pousse principalement dans
les régions d’altitude, est appréciée pour son arome et sa faible teneur en
caféine. La deuxiéme espéce produit une boisson plus ameére avec une teneur
en caféine plus élevée. Cette espece est adaptée aux régions humides de basse
altitude d’Afrique, d’Amérique Latine et d’Asie.

La qualité a la tasse du café est une propriété importante qui est liée a
la teneur de la graine en divers composés biochimiques tels que la caféine, les
acides chlorogéniques (CGA) (amertume), les sucres et les acides aminés (gotut
et arome), la trigonelline et les matiéres grasses (aréme). La teneur en CGA
chez les caféiers varie beaucoup entre les espéces du genre: entre 0,14% et
11,90% de matiére seche pour C. rhamnifolia Bridson et C. sp N’Koumbala
respectivement (Clifford and Jarvis, 1988). La teneur en caféine varie aussi,
l'espéce C. pseudozanguebariae a la plus faible valeur, proche de O (Hamon et
al., 1984). La teneur de la graine en métabolites, primaires et secondaires, est
dépendante de différents processus physiologiques, souvent soumis a la
régulation génétique et dont les plus importants sont la biosynthése, le
transport et I'accumulation de ces composés. Selon les espéces, la durée de
formation du fruit, ou cycle de fructification, peut étre plus ou moins long et
peut ainsi conduire a des teneurs finales plus importantes en certains
meétabolites. Dans le cas de C. pseudozanguebariae, pour lequel la teneur en
caféine des grains verts est trés faible, le cycle de fructification est trés court
(2,5 mois) comparé aux deux espéces cultivées pour lesquelles les cycles de
fructification varient de 8 a 10 mois. Or, chez ces deux espéces, les teneurs en
caféine sont plus importantes, allant de 1,2% pour C. arabica jusqu’a 3,3%

pour C. canephora.
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Dans l’équipe IRD « Génomique et qualité des caféiers» de I'UMR
Diversité et adaptation des plantes cultivées, différentes populations issues de
croisements inter-spécifiques de caféiers sont étudiées afin de mieux
comprendre leurs relations génétiques et leurs différences phénotypiques. Lors
de ces études, un géne majeur en relation avec la durée de fructification a été
positionné sur la carte génétique issue du croissement
[(C. pseudozanguebariae x C. dewevrei) x C. pseudozanguebariae] (Akaffou et
al., 2003) et il a é&té montré que ce géne a des effets sur la teneur en caféine.
Par ailleurs, la co-localisation d'un géne récepteur de I’éthyléne et d’ un QTL
en relation avec la caractéristique climactérique du fruit du melon a été
publiée (Perin et al., 2002). L’ensemble de ces éléments conduit a penser que
les récepteurs de ’éthyléne pourraient étre en relation avec d’autres processus
métaboliques impliqués dans la physiologie des fruits des caféiers.

A ce jour, trés peu d’informations sont disponibles sur le mécanisme de
réponse des fruits de caféier a 1'éthyléne, méme s’il a é&té montré que ces fruits
sont de type climactérique, ils présentent un pic de respiration et de synthése
d'éthyléne au moment de la maturation (Pereira et al., 2005). Dans le cadre de
cette étude nous nous proposons d’étudier certains geénes récepteurs
d’éthyléne chez quelques espéces particulieres de Coffea. J’ai ainsi isolé trois
geénes ; j’ai réalisé leur caractérisation moléculaire, I’é¢tude de leur expression
ainsi que de leur localisation sur des cartes génétiques disponibles, en
cherchant plus particulierement a mettre en évidence leur possible implication
dans le cycle de fructification et les teneurs de la graine en composés
biochimiques importants pour la qualité du café boisson. Cette étude a été
réalisée dans un premier temps chez des espéces diploides. Ces génes ont été
isolés et caractérisés chez ’espéce cultivée Coffea canephora (CAN), mais aussi
chez des espéces sauvages retenues pour leurs caractéristiques particuliéres.
Ainsi, les espéces C. dewevrei (DEW) et C. pseudozanguebariae (PSE) ont été
choisies pour leurs caractéristiques contrastées en termes de cycle de
fructification, de teneur en caféine des graines et de synchronisation dans la
maturation; C. heterocalyx (HET) l'une des rares espéces diploides auto
compatibles a été choisie sur ce critére. Cette particularité se retrouve chez
C. sp Moloundou (MOL). Alors que tous les autres caféiers diploides sont auto-

incompatibles.
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J’ai recherché les génes codant pour des récepteurs de 1’éthyléne, qu’ils
soient exprimés dans les fruits ou dans les feuilles de CAN. Pour cette étude,
une méthodologie classique a été suivie (extraction d’acides nucléiques,
clonage, criblage de banques d’ADNc...). Elle m’a permis de révéler la séquence
des génes ainsi que leur structure (parties introniges et exoniques), le criblage
d’'une banque BAC m’a permis d’isoler la séquence promotrice d'un de ces
génes dont ’étude de la régulation a été faite in silico.

En utilisant la diversité interspécifique de ces geénes, leur localisation
sur des cartes génétiques a été faite par étude de leur ségrégation dans des
différentes populations dérivées de croisements inter-spécifiques.

Enfin, les effets de la sur-expression et de la suppression de
l'expression de ces génes de récepteurs d’éthyléne ont été étudiés chez des
transformants d’Arabidopsis thaliana, mais aussi chez le tabac (Nicotiana
tabacum).

Cette thése représente la premiére étude des récepteurs d’éthyléne chez
les caféiers. En utilisant une approche intégrative du probléme faisant appel a
des techniques multidisciplinaires comme la Biologie Moléculaire, Ila
Physiologie, la Génétique Mendélienne et I’Agronomie. J’ai pu élaborer des
modeéles quant a la régulation et implication des récepteurs d’éthyléne dans
l'expression  de caractéres agromorphologiques, biochimiques et

physiologiques.
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Figure 1.Mécanismes de régulation pendant le développement du fruit et role
central de l’¢thyléne chez un fruit modele de type climactérique comme la
tomate (d’aprés Giovannoni, 2004)
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APERCU BIBLIOGRAPHIQUE

La maturation des fruits est un phénomeéne physiologique complexe,
génétiquement programmé, caractérisé par des changements profonds dans la
couleur, la texture, la saveur, I’arébme, la teneur en composés biochimiques,
etc. Les fruits, selon leur mode de maturation, sont classés en deux groupes :
1.) Les fruits de type climactérique, dont la maturation est accompagnée d'un
pic respiratoire et d’'une brusque production d’éthyléne, et 2.) Les fruits de
type non climactérique, dont la respiration ne montre pas de changement
remarquable et dont la production d’é¢thyléne est faible et stable. I1 a été
démontré que la présence d’éthyléne affecte la transcription et la traduction de
nombreux geénes impliqués dans la croissance et la maturation des fruits.
Dans la figure 1, nous pouvons observer le mécanisme complexe de régulation
pendant le développement du fruit et le role central de I’éthyléne a cette étape
chez une plante modéle de type climactérique comme la tomate (Giovannoni,
2004).

L’éthyléne est aussi une hormone responsable d'un trés grand nombre
d’effets chez les plantes supérieures comme la sénescence et l’abscission
(Abeles et al., 1992). L’éthyléne est également impliqué dans les processus de
développement de la plante, comme la formation de la coiffe apicale chez les
plantes étiolées a 'obscurité (cette coiffe protége le méristéme apical quand les
jeunes plantules forcent leur voie a travers le sol vers la lumiére), la régulation
de ’expansion cellulaire ou le développement de la fleur. Cette hormone régule
également la réponse de la plante aux stress biotiques induits par les
pathogénes, mais aussi par les stress abiotiques, tels que la sécheresse ou les
inondations (Abeles et al., 1992; Roman et al., 1995; O'Donnell et al., 1996;
Penninckx et al., 1998; O'Donnell et al., 2003). Il existe des interférences entre
la signalisation de I’éthyléne et d’autres signaux comme ceux de 'auxine, dont
les effets sont fréquemment régulés par l'é¢thyléne. D’autres interférences
existent aussi et impliquent l’acide abscissique, les gibbérellines, les
cytokinines, ou encore d’autres agents transducteurs de signal.

Les fruits de caféiers sont des fruits climactériques, chez lesquels il

parait intéressant d’étudier les modes de perception et de transduction du
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signal éthylénique. De plus, les caféiers, regroupés dans le genre Coffea,
constituent un grand complexe d’espéces. Le genre est formé de plus de 100
espéces présentant une treés forte diversité sur les plans morphologiques,
physiologiques et génétiques. Ainsi, les fortes différences interspécifiques
observées dans les durées de fructification et dans l'accumulation de
composés biochimiques dans les grains, laissent penser que ces ligneux
peuvent constituer un outil de choix pour étudier le role de I’éthyléne dans le

cycle de fructification.
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A) L’éthyléne

) Nature chimique et biosynthese

L’éthyléne (C:H4) est un gaz dont on a depuis longtemps établi
empiriquement les effets sur le murissement des fruits. Dés les années 1925-
1930, de nombreuses observations montraient le pouvoir de ce gaz sur la levée
de dormance (sur les yeux de pomme de terre), sur la floraison (ananas), sur la
chute des feuilles. Dés 1933, Gane démontrait que les fruits murissant
pouvaient émettre de 1’éthyléne, mais la nature chimique simple de I’é¢thyléne
faisait penser que ce gaz n’était qu'un produit de dégradation sans intérét
physiologique. Dans les années 70, la reprise de travaux scientifiques a permis
de montrer que 1’éthyléne avait un role important dans le développement et
pouvait étre considéré comme une hormone végétale (Abeles et al., 1992).

Sa syntheése débute a partir du S-adénosyl-L-Méthionine (SAdoMet)
(figure 2). Ce produit est transformé en 1l-aminocyclopropane-1-acide
carboxylique (ACC) par l'’enzyme ACC synthase (ACS), puis en éthyléne par
I’ACC oxydase (ACO). La synthése de 1'éthyléne peut étre induite par différents
facteurs, qu’ils soient liés au développement (germination, croissance,
maturation, sénescence), aux stress biotiques (phytopathogénes, insectes) ou
abiotiques (blessure, ozone, lumiére ultra violette, etc.), ou encore a un
traitement exogéne (cytokinine, auxine).

L'étape limitante de la synthése d'éthyléne est constituée par la
conversion du SAdoMet en ACC par I'’ACC synthase (Kende, 1993). Les
observations montrent que cette ACS est codée par une famille multigénique et
que l'expression des génes d'ACS est fortement régulée par une grande variété
de signaux. L'é¢tude du meécanisme de régulation de la biosynthése de
l'éthyléene a permis de dégager deux niveaux de régulation majeurs: le
rétrocontrole positif ou négatif (Kende, 1993; Nakatsuka et al., 1998; Barry et
al., 2000). Ainsi, chez la tomate, il existe au moins huit génes ACS qui ont été
identifiés (dont LeACS1A, LeACS1B et LeACS2-7) (Zarembinski et Theologis,
1994; Oetiker et al., 1997; Nakatsuka et al., 1998; Shiu et al., 1998). Pendant
la maturation des fruits, au moins quatre génes ACS sont exprimés (Rottmann
et al., 1991; Barry et al., 2000). LeACS6 est responsable de la production

d'éthyléene durant I’étape de pré maturation et son expression est inhibée par
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Figure 3. Modele proposé de la régulation des geénes de la famille ACS
pendant la transition du system 1 au system 2 durant la biosynthése de

I’éthyléne chez la tomate. (d’aprés Barry et al., 2000)


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

la production d'éthyléne au cours de la maturation du fruit. LeACS4 est
responsable de la production d’éthyléne a linitiation de la maturation des
fruits, c’est-a-dire, pendant la période de transition de la maturation. Ce géne,
ainsi que LeACS2 sont, par contre, positivement controlés par 1'éthyléne
synthétisé lors de la maturation du fruit.

Cette régulation complexe par 1’éthyléne chez les fruits climactériques
pourrait étre sous la dépendance de critéres développementaux. A ce propos ,
Yang, (1987) puis Lelievre et al., (1997) propose deux systémes probables pour
la syntheése de l'éthyléne. Cette terminologie fait référence au profil de
synthése de l’éthyléne dans des fruits non murs par opposition a la synthése
de I’éthyléne dans des fruits murs.

Chez les fruits immatures, la production d’éthyléne est tres faible et un
traitement avec de I’éthyléne exogéne ne stimule pas la production d’éthyléne
endogene (systéme 1). Par contre, pendant la maturation des fruits, I’éthyléne
est produit de maniére auto-catalytique, stimulant la production d’é¢thyléne
supplémentaire (systéme 2). La différence entre les deux systémes peut étre
expliquée au niveau moléculaire par le manque d'induction de la transcription
de 'ACC synthase, laquelle est réprimée dans le systéme 1 alors qu’elle est
induite dans le systéme 2. Ainsi, les fruits non murs reconnaissent et
répondent a 1'éthyléne, comme indiqué par l'expression accrue de certains
génes « éthyléne inductibles ». Cependant, 1'éthyléne n’initie pas la maturation
des fruits verts. Ce n’est qu’a un stade de « brakel» que les fruits murs vont
répondre a 1'éthyléne par induction d'un grand nombre de génes associés a la
maturation. L’ensemble de ces faits tend a prouver qu’il existe une
composante développementale a la régulation par 1'éthyléne, ce qui a conduit
Barry et al. (2000) a actualiser le modele de régulation de I’ACS pendant le
développement du fruit de la tomate (figure 3).

Chez la tomate, la mutation rin, produit des fruits ayant une
maturation séveérement réduite. Une propriété de ces fruits est qu’il n’y a pas
de production accrue de 1’éthyléne associée au systéme 2, ce qui est
normalement une caractéristique des fruits de type climactérique. Dans ces
fruits, la faible production d’é¢thyléne pendant le systéme 1 est maintenue

pendant le systéme 2, a un niveau similaire a celui observé lors du

1 Moment de changement de stade dans le fruit, de vert a rouge
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développement du fruit vert de type sauvage (Lincoln and Fischer, 1988). Le
locus rin code pour un facteur de transcription de type « MADS box ». Le
phénotype mutant se traduit par le controle de la maturation en terme de
controle de la production de I'éthyléne climactérique (vraisemblablement par le
controle de LeACS1A et LeACS4), en association avec d’autres processus de
régulation, en dehors de l'influence de ’éthyléne (Vrebalov et al., 2002).

Chez A. thaliana, la transcription des geénes de la famille ACS est
differemment régulée pendant le développement de la plante, en fonction des
tissus et en réponse a divers stimuli tels que 'ozone et les anaérobioses (Liang
et al., 1992; Vahala et al., 1998). Dans cette espéce, 12 génes d’ACS ont été
caractérisés (Liang et al., 1992; Van Der Straeten et al., 1992; Arteca et
Arteca, 1999; Samach et al., 2000; Peng et al., 2005).

ACS1 et ACS3 sont hautement homologues, mais il a été démontré qu’
ACS3 est un pseudo géne et qu’il représente une version tronquée d’ACS1
(Liang et al., 1995).

ACS2 est induit par le chlorure de lithium, la cycloheximide (CHS) et un
stress blessure chez des plants étiolés d’Arabidopsis (Liang et al., 1992).
L’é¢thyléne induit son expression graduellement, mais, cette expression
diminue lors des expositions prolongées a cette hormone ; il est suggéré qu’il
existe une rétro-régulation négative de '’ACS2 (Van Der Straeten et al., 1992;
Liang et al., 1996).

ACS4 est induit chez les plantules par la cycloheximide, 1’acide indole
acétique ou un stress blessure (Liang et al., 1992; Abel et al., 1995).

ACS5 est induit par le chlorure de lithium ou par de trés faibles
concentrations de cytokinines, seulement dans les plantules étiolées (Liang et
al., 1996; Vogel et al., 1998).

ACS6 peut étre induit par le traitement au cyanide, l'exposition a
l'ozone, la blessure, la cycloheximide ou l’acide indole acétique (Arteca et
Arteca, 1999; McMahon Smith et Arteca, 2000; Overmyer et al., 2000).

Quant a ACS10, il a été identifié comme 1'une des premieres cibles du
géne « CONTSTANTS », lequel promeut la floraison en réponse a la longueur du
jour (lumiére) (Samach et al., 2000).

En paralléle aux régulations transcriptionnelles des génes ACS déja
décrites, il existe une régulation post-traductionnelle. La cytokinine régule,

par exemple, la synthése de l'éthyléne par wune modification post-
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traductionnelle de ’ACS (Vogel et al., 1998). Tatsuki et Mori, (2001) ont décrit
la phosphorylation comme un mécanisme de régulation de LeACS2 chez la
tomate. L’analyse de mutants d’Arabidopsis surproducteurs d’éthyléne comme
etol, eto2 et eto3, démontre une augmentation de la production de I’éthyléne
liée a une plus grande stabilité des ACS (Chae et al., 2003; Chae et Kieber,
2005).

Les membres de la famille du gene ACO sont également difféeremment
régulés. Au moins deux génes ACO d’Arabidopsis sont induits par 1'éthyléne
(Alonso et al., 2003a)

Zhong et Burns, (2003) suggerent qu'un mécanisme de rétroaction est
impliqué assurant qu’aucune limitation a la production d'éthyléne n’aura lieu
une fois que le précurseur ACC est produit. Ainsi, I'induction d’ACO2 dans la
région apicale des plantules résulte en ’expansion cellulaire de cette région et
en fait, en la formation de la coiffe apicale (Raz and Ecker, 1999). Il apparait
alors que I’ACS est la clef régulatrice pour la biosynthése de I’éthyléne.

Chez le cotonnier, ’éthyléne joue un réle primordial dans I’élongation de
la fibre ; avec une expression significative d’ACO1-3 (Shi et al., 2006). Ces
auteurs signalent que cette hormone peut promouvoir 1’élongation cellulaire
par lactivation des génes de la sucrose synthase, de la tubuline et de
l'expansine.

Une protéine de type dioxygénase est codée par le gene E8. Ce géne est
sur-exprimé pendant la maturation. La protéine a des similarités avec les
protéines de la famille ACO, mais elle ne catalyse pas la conversion de ’ACC
en éthyléne (Deikman et al., 1992). La répression par une construction
antisens du géne E8 aboutit a la sur-production d’éthyléne et a ’'absence de
maturation (Penarrubia et al., 1992), tandis que la sur-expression réduit la
syntheése d’éthyléne (Kneissl et Deikman, 1996). Bien que le mécanisme
moléculaire de la fonction du géne E8 ne soit pas encore clair, son expression
joue apparemment un role dans la répression de transduction du signal
éthyléne (Giovannoni, 2004).

Cependant, la réponse des plantes a la présence d’éthyléne est un
phénoméne complexe, qui nécessite I'intervention de protéines perceptrices de
I’éthyléne et pouvant transmettre le signal. De plus, le réle de 1’éthyléne est
souvent modulé par lactivation ou l'inhibition d’autres voies métaboliques

intervenant également dans le développement de la plante.
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I) La réponse a I’éthylene

Modulation par d’autres voies métaboliques
La réponse a l’éthyléne est souvent connectée avec d’autres processus

métaboliques intervenant dans les cellules végétales et qui peuvent eux-
mémes affecter la réponse a ’éthyléne. Trois niveaux d’interactions entre les
signaux sont possibles (Stepanova et Alonso, 2005) :
e Au niveau de la biosynthése/conjugaison/transport (ot une voie régule
le niveau des autres),
e Au niveau de la signalisation (en modulant l'activité/niveau d'autres
composants de signalisation), et
e Au niveau de la réponse (par la modulation de la réponse a d'autres
signaux).
En général, cette modulation de l’activité de 1’éthyléne est obtenue par
d’autres hormones végétales, mais d’autres signaux peuvent également

intervenir.
Modulation de la réponse a I’éthyléne par d’autres hormones

Les auxines

Lune des interactions hormonales la plus clairement établie au niveau
physiologique est celle entre I'éthyléne et 'auxine. Il y a longtemps que Morgan
et Gausman, (1966) ont montré une implication de I’éthyléne dans la
régulation du transport de l'auxine, alors que l'auxine peut induire la
biosynthése d'éthyléne (Woeste et al.,, 1999). De nombreux exemples
d’interférence entre ces deux hormones peuvent actuellement étre cités.

La transcription du géne ACS4 chez A. thaliana est induite par 'auxine
et peut étre un des premiers composants impliqués dans l'interférence entre
l'auxine et l’¢thyléene (Liang et al., 1992; Abel et al., 1995). Beaucoup de
processus tels que 1'élongation des cellules, le nombre et la taille des poils
racinaires, la morphologie de la feuille etc., sont affectés par 1'éthyléne et
l'auxine (Rahman et al., 2001; Rahman et al., 2002).

L’éthyléene et la lumiére affectent différentiellement la croissance

cellulaire par l'activation du gene HOOKLESS1 (HLS1), lequel module un

10
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facteur de réponse a 'auxine (Li et al., 2004; Li et al., 2006). L’éthyléne induit
l'expression des génes WEAK ETHYLENE INSENSITIVE2/ANTHRANILATE
SYNTHASE alphal (WEI2/ASAl) et WEI7/ANTHRANILATE SYNTHASE betal
(ASB1) qui codent pour des enzymes impliquées respectivement dans la
synthése du tryptophane et 1'al et B1 de l'anthranilate synthase, et qui
régulent positivement la synthése d’auxine dans le méristéme apical de la

racine (Stepanova et al., 2005).

Les gibbérellines
Les études physiologiques réalisées sur des mutants d’Arabidopsis

affectés dans la biosynthése ou la réponse a l'acide gibbérellique révelent le
role de cette hormone dans de nombreux processus du développement de la
plante, comme ’¢longation cellulaire dans I’hypocotyle ou la racine (Fu and
Harberd, 2003). Cependant, il existe une interaction entre ’éthyléne et ’acide
gibbérellique pour la régulation de 1’élongation cellulaire dans les plantules et
la formation de la coiffe. L’éthyléne a une action régulatrice sur les protéines
DELLA (Achard et al., 2003; Cheng et al., 2004; Vriezen et al., 2004) qui sont
des protéines nucléaires agissant comme répresseurs de la croissance et ayant
des fonctions opposées a celles de l’acide gibbérellique (Richards et al., 2001).

La dégradation de cette protéine est stimulée par I’éthyléne (Harberd, 2003).

Les cytokinines
Les cytokinines sont des hormones pouvant induire la biosynthése

d'éthyléne (Woeste et al., 1999). Les traitements de plantules d’Arabidopsis par
la cytokinine permettent la stabilisation de la protéine ACSS. Cela indique que
cette hormone joue un rdle trés important dans la régulation post

transcriptionnelle de la synthése de 1’éthyléne (Chae et al., 2003).

Le Jasmonate
Un grand nombre d’interactions positives ou négatives entre 1’éthyléne

et le jasmonate ont été décrites (Ellis et Turner, 2001). Cette hormone et ses
dérivés, participent aux réponses de défense contre des champignons
phytopathogénes. Lorenzo et al. (2003) ont montré qu’il existait une relation
directe entre le jasmonate et l’é€thyléne en caractérisant un facteur de
transcription, [« Ethylene Response Factor» (ERF1). Ce facteur de

transcription, agissant a la fin de la cascade de transduction du signal
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éthyléne, est controlé autant par 1’éthyléne que par le jasmonate. Il se peut
que l'intégration du signal de ces deux hormones régule un ensemble de génes
de réponse, comme le géne PLANT DEFENSIN1.2 (PDf1.2) ; un géne de réponse
aux pathogeénes d’Arabidopsis (Lorenzo et al., 2003). L’éthyléne, mais aussi le
jasmonate, ont des interactions positives dans la régulation de la formation
des poils racinaires (Zhu et al., 2006). Il est également possible que le méthyl-
jasmonate affecte de facon positive I'union entre 1’éthyléne et son récepteur
ETR1 (Linden and Schaller, 2006).

L’acide abscissique

Des études sur des mutants d’Arabidopsis déficients en réponse au
glucose, ont montré des interactions entre ce dernier, ’ABA et I’éthyléne (Leon
et Sheen, 2003). Zhou et al., (1998) mais aussi Beaudoin et al., (2000) ont
montré que l’éthyléne, ou des quantités élevées d’ABA, ont des effets
antagonistes sur la germination et sur le développement des plantules.
Ruonala et al. (2006b) signalent qu’il existe des interactions entre I’ABA et
I’éthyléene pour réguler le méristéme apical. Il existe aussi des interactions
entre 1’éthyléne et I’ABA lors de la mise en place de la dormance chez

I'embryon (Ruonala et al., 2006a).

Modulation par d’autres signaux
Chez les plantes, le glucose est une source d’énergie mais il est aussi

porteur de signaux et d’informations (Sheen et al., 1999). Comme décrit
précédemment, des études sur des mutants d’Arabidopsis déficients en
réponse au glucose, ont montré des interactions entre ce dernier, ’ABA et
I’éthyléne (Leon and Sheen, 2003). Des quantités élevées de glucose ont des
effets antagonistes a ceux de I’éthyléne sur la germination et le développement
des plantules.

Des mutants insensibles a I’é¢thyléne montrent une hypersensibilité au
glucose. Par ailleurs, l’activation de la réponse a l’éthyléne par l’addition
d’éthyléne exogéne atténue leffet de ce sucre (Zhou et al., 1998; Leon et
Sheen, 2003). Au niveau moléculaire, Yanagisawa et al. (2003) ont montré que
le glucose augmente la dégradation de 1»’Ethylene Insensitive 3 » (EIN3), un

facteur de transcription agissant a la fin de la cascade du signal éthyléne. De
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Figure 4. Transduction du signal éthyléne. En absence d’éthyléne, le
récepteur active CTR1, un régulateur négatif qui bloque le signal en aval.
Aprés CTRI1, la quantité disponible d’EIN3 est réduite par l’action du
protéasome qui implique ’action d’EBF1 et d’EBF2. La perception de ’éthyléne
inactive CTR1 et empéche la dégradation d’EIN3, ce qui active la transmission

du signal. (d’aprés Etheridge et al., 2006).
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plus, la sur-accumulation d’EIN3 diminue la sensibilité au glucose chez des
plants d’Arabidopsis transformés. L’addition d’éthyléne, par contre, augmente
la stabilité de cette protéine (Guo et Ecker, 2003; Potuschak et al., 2003).

2) Perception et transduction du signal éthylénique

Une des premieres observations concernant leffet de [’éthyléne,
montrait que de jeunes plantes mises en culture en présence d'éthyléne
adoptaient une morphologie trés particuliére qui fut appelée triple réponse
(Knight et al., 1910). Chez Arabidopsis thaliana, la triple réponse se
caractérise par une exagération de la courbure apicale, une inhibition de la
croissance des racines, ainsi que par l'arrét de 1'élongation et un gonflement
de l'hypocotyle. Ce phénomeéne de triple réponse a servi de base a l'étude du
meécanisme de perception et de transduction du signal éthylénique suivant
trois approches : génétique, moléculaire et biochimique.

L’é¢thyléne est percu par plusieurs protéines intégrées au réticulum
endoplasmique (RE), un endroit peu commun pour un récepteur d’hormone
mais compatible avec la diffusion de l'éthyléne dans les environnements
aqueux et lipidiques (Chen et al., 2002). Ces protéines, appelées récepteurs
d’éthyléne, sont semblables aux récepteurs bactériens a deux composantes.
Ces récepteurs consistent en une protéine senseur et une protéine
indépendante qui est un régulateur de la réponse, les deux fonctionnant
ensemble. Le systéme consiste en un « domaine histidine » comme senseur,
qui autophosphoryle une histidine interne en réponse au signal, et un
« domaine récepteur » qui active des composés plus bas dans la cascade du
signal quand il recoit le groupement phosphate de l'histidine du « domaine
histidine » sur son résidu aspartate (Wurgler-Murphy et Saito, 1997; Pirrung,
1999). La figure 4 montre la cascade de la transduction du signal éthyléne.

Chez Arabidopsis il y a cingq types de récepteurs appartenant a deux
sous-familles. Une sous-famille comprend 'TETHYLENE RECEPTOR1 (ETR1)
(Chang et al.,, 1993) et 'TETHYLENE RESPONSE SENSOR 1 (ERS1). Ces
protéines se caractérisent par trois domaines trans-membranaires et une
zone conservée de l’'histidine-kinase (Hua et al., 1995). L’autre sous- famille de

récepteurs inclue ETR2 (Sakai et al., 1998), ETHYLENE INSENSITIVE 4 (EIN4)

13


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

@ — EwrRt < >{H_NcFe
— ers1 JH<>{H_NGFG

Figure 5. Différentes familles de récepteurs d’é¢thyléne chez A. thaliana. Il
existe deux sous-familles de récepteurs d’éthyléne Les rectangles noirs
représentent les segments transmembranaires. Les rectangles gris
correspondent a un quatrieme segment hydrophobe, qui serait un signal
putatif dirigeant la protéine vers la voie de sécrétion. Le diamant représente le
domaine GAF dont le rdole est toujours inconnu, le rectangle bleu indique le
domaine de I'Histidine Kinase. L'ovale indique le domaine receveur. Les sites
conservés pour la phosphorylation sont 'Histidine (H) et ’Aspartate (D), mais
aussi, les motifs conservés (NGFG) dans le domaine de I'Histidine Kinase. Ces
sites sont indiqués s’ils sont présents dans les différents types de récepteur.
(D’apres Schaller et Kieber, 2002).
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(Hua et al., 1995) et ERS2 (Hua et al., 1998). Ces derniéres protéines ont aussi
trois domaines transmembranaires plus un peptide signal putatif, qui
dirigerait la protéine vers la voie de sécrétion, et une zone dégénérée de
I'histidine-kinase. La figure 5 montre la structure primaire des cing geénes
récepteurs de l’éthyléne chez Arabidopsis thaliana. Moussatche et Klee, (2004)
ont déterminé que les protéines membres de la deuxiéme sous-famille ont une
activité Sérine Kinase ; ils suggérent de nouvelles voies dans la traduction du
signal éthyléne depuis ces récepteurs jusqu’aux composés plus tardifs dans la
cascade signalétique.

Seuls ETR1, ETR2 et EIN4 possédent le domaine receveur déja décrit.
Cependant, 'homodimérisation d’ETR1 et d’ERS1 a été démontrée (Schaller et
al., 1995; Hall et al., 2000). Ainsi, les récepteurs dont le domaine receveur
manque, comme ERS1 et ERS2, pourraient utiliser le domaine récepteur des
autres récepteurs pour la formation d’hétérodimeres (Hua et al., 1998).

Le segment trans-membranaire fonctionne comme un domaine d'entrée
du signal basé sur sa capacité a lier l'éthyléne. L'unité fonctionnelle du
récepteur semble étre un pont disulfure, qui serait un site de liaison a
I’éthyleéne (Rodriguez et al., 1999). Il a été montré que la dimérisation est liée a
la presence de deux résidus Cys placés a 'extrémité N terminale de la protéine
(Schaller et al., 1995). L’éthyléne se lie a ses récepteurs par l'intermédiaire
d’'un cofacteur cuivre, qui est probablement fourni par le transporteur de
cuivre RAN1 (Rodriguez et al., 1999).

Des études physio-génétiques indiquent que la liaison de l'hormone
engendre l'inactivation de la fonction du récepteur ce qui constitue donc une
régulation négative (Hua and Meyerowitz, 1998). En l'absence d’éthyléne, il est
présumé que les récepteurs sont dans un stade fonctionnellement actif. Ils
activent constitutivement une protéine « Raf-like serine/threonine (Ser/Thr)
kinase » nommeée Constitutive Triple Response (CTR1) qui est également un
régulateur négatif de la cascade du signal éthyléne (Kieber et al., 1993).

CTR1 interagit avec EIN2 de facon inconnue (Klee, 2004). EIN2 est une
protéine membranaire dont la fonction n'est pas encore précisée (Roman et al.,
1995; Alonso et al., 1999). Un aspect important est qu’elle constitue le premier
régulateur positif du signal éthyléne. EIN2, le géne qui code pour cette
protéine, est un géne en copie unique chez Arabidopsis et il est le seul géne

connu pour lequel la perte de fonction a comme conséquence la perte totale de
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réponse a l’éthyléne (Chen et Bleecker, 1995; Roman et al., 1995). EIN2
contient 12 segments transmembranaires. L’extrémité hydrophobe N-
terminale montre une similitude avec les protéines de transport (« Nramp
metal-ion transport proteins »).

EIN2 stimule la transcription d’EIN3 dans la continuité de la cascade du
signal éthyléne. EIN3 est une protéine spécifique des plantes. Elle est localisée
dans le noyau de la cellule et elle est aussi un régulateur positif du signal. Le
géne qui code pour ce facteur de transcription appartient a une famille
multigénique qui controdle les protéines EIN3 et des « EIN3-Like » (EIL) (Chao
et al., 1997).

EIN3 stimule la transcription en se liant aux promoteurs d’autres
facteurs de transcription comme les ERFs (Ethylene Response Factor) (Solano
et al., 1998; Alonso et al., 2003b), une famille de facteurs de transcription
auparavant appelée EREBP (Ethylene Response Element Binding Protein ;
(Ohme-Takagi et Shinshi, 1995; Fujimoto et al., 2000).

Les facteurs de transcription ERFs appartiennent a la superfamille
AP2/ERF définie par la présence du domaine AP2/ERF, qui consiste en 60 —
70 acides aminés impliqués dans la liaison a ’ADN. La superfamille AP2/ERF
a été elle-méme divisée en deux familles sur la base du nombre de domaines
AP2 présents (Riechmann et Meyerowitz, 1998); I’AP2-like (Jofuku et al.,
1994) et le ERF-like (Ohme-Takagi et Shinshi, 1995). La premiéere famille de
protéines se caractérise par la présence de deux domaines répétés de
’AP2/ERF ; tandis que les membres de la famille ERF n’en ont qu'un. Les
membres de la famille RAV, contiennent un domaine B3, qui est un domaine
de liaison a I’ADN conservé chez d’autres facteurs de transcription, il inclut le
VP1/ABI3 en plus d'un domaine AP2 (Kagaya et al., 1999; Sakuma et al.,
2002; Nakano et al., 2006).

La famille ERF est elle-méme divisée en deux sous-familles : la sous-
famille ERF et la sous-famille CBF/DREB (Sakuma et al., 2002). Le domaine
AP2 a été identifié pour la premiére fois chez Arabidopsis comme un domaine
répété dans la protéine AP2. Cette protéine est impliquée dans le
développement de la fleur (Jofuku et al., 1994). Le domaine ERF a été identifié
pour la premiére fois chez le tabac (Nicotiana tabacum) comme interagissant

avec la « GCC-box », un cis élément régulateur identifié dans les promoteurs de
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Figure 6. Les récepteurs d’éthyléne identifiés chez la tomate. Cette figure
montre les différents récepteurs identifiés chez la tomate par rapport aux
types décrits dans la figure 5 (D’aprés Klee, 2004).
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génes régulés par l’éthyléne (Ohme-Takagi et Shinshi, 1995). La figure 4
montre un schéma général de la signalisation de I’éthyléne.

Le génome de la tomate contient au moins six génes de récepteurs
d’éthyléne (figure 6). LeETR1, LeETR2, qui s'expriment constitutivement
durant le développement de la plante (Zhou et al., 1996; Lashbrook et al.,
1998). Le géne du récepteur Never Ripe (NR) est régulé positivement durant
I'anthése (Wilkinson et al., 1995; Payton et al., 1996). L’expression de ce géne
diminue approximativement de 10 fois jusqu'au début de la maturation, puis,
lors de la crise climactérique elle augmente environ de 20 fois (Lashbrook et
al., 1998). LeETR4, LeETR5 et LeETR6 sont hautement exprimés dans les
fleurs et les fruits mais peu dans les tissus végétatifs (Tieman et al., 2000).
Seuls NR et LeETR4 sont induits pendant les attaques par des agents
pathogénes. Chaque récepteur a un profil d'expression spatio-temporel
différent selon le stade de développement ou le stimulus percu par la plante.

Afin de bien comprendre la régulation des récepteurs d’éthyléne chez les
plantes, les recherches ont porté pendant ces derniéres années sur ’étude de
mutants de ces récepteurs chez Arabidopsis thaliana. Des analyses génétiques
et biochimiques des récepteurs d'éthyléne ont indiqué que les premiers
génotypes mutants isolés : etrl-1, etrl-2, etrl-3, etrl-4, etr2-1 et ein4-1 ont été
identifiécs comme dominants et insensibles a [’éthyléne. Ils portent des
mutations non sens dans le domaine N-terminal de liaison a I’éthyléne (Chang
et al., 1993; Roman et al., 1995; Hua et al., 1998; Sakai et al., 1998). Des
mutations de méme type dans un des domaines transmembranaires ont été
réalisées dans les génes ERS1 et ERS2 et ont donné le méme phénotype
d’insensibilité a ’éthyléne (Hua et al., 1995). L’isolement d’alléles responsables
de la perte de fonction de ETR1, ETR2, EIN4, et ERS2 par criblage de
suppresseurs intra géniques de mutants dominant a été accompli par Hua et
Meyerowitz, (1998).

Malgré les différences structurales entre les récepteurs; il existe des
redondances (ou compensations de fonction) entre eux (Hua et Meyerowitz,
1998; Cancel et Larsen, 2002; Zhao et al., 2002; Wang et al., 2003). Les
mutations de type « simple perte de fonction » ont peu ou pas d'effet sur la
transduction du signal éthyléne. Cependant, en association, les mutants
montrent la triple réponse constitutive; cela indique qu’il existe des

superpositions fonctionnelles entre les récepteurs. Le mutant triple perte de
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Figure 7. Phénotype présenté par de plantules étiolées d’Arabidopsis en
absence (a) ou en présence (b) d’éthyléne. Le type sauvage présente un
phénotype normal, en présence d’éthyléne il montre la triple réponse. Le
mutant « loss of function» présente la triple réponse constitutivement en
absence d’¢thyléne. Le mutant dominant etrl-1 est insensible a l’éthyléne.
(D’apres Guo et Ecker, 2004)
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fonction etrl;etr2;ein4 montre une triple réponse constitutive quand il pousse
dans un milieu sans éthyléne (figure 7). La quadruple perte de fonction
etrl;etr2;ein4;ers2 montre une triple réponse encore plus sévére que le triple
mutant. Ces plantes sont de petite taille, apparemment due a la réduction de
l'expansion cellulaire (Hua et Meyerowitz, 1998).

Mon travail a consisté en lidentification et la caractérisation de
quelques génes de récepteurs d’éthyléne chez les caféiers en cherchant
d’éventuelles relations entre ces génes et des caractéristiques agronomiques

ou biochimiques.
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Figure 8. Quelques espéces de Coffea: (a) C. canephora, (b) C.
pseudozanguebariae, (c) C. dewevrei. (d) Fruits de C. arabica et C. canephora
(d et e). (f) Coupes longitudinales et transversale de fruit de C. canephora.
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B) Les Caféiers.

Les caféiers sont des plantes pérennes, des arbustes ou des arbres,
dont la hauteur varie de 1 a 2 meétres pour les espéces les moins développées
(C. humilis et C. heterocalyx) a plus d'une vingtaine de meétres pour les plus
grandes (C. liberica). L’arbre présente une architecture réguliére, possédant
une tige unique, dressée (orthotrope) et régulierement ramifiée a tous ses
noeuds. Les rameaux latéraux supra axillaires restent obliques (plagiotropes
plus ou mois ramifiés), relativement gréles et souples : ce sont les branches
floriféres. Les feuilles sont persistantes (exceptées pour C. racemosa en saison
seche) et montrent une grande diversité de forme (arrondies, allongées,
lancéolées) et de taille variable (entre 5-20 cm) selon les espéces.

La différenciation des boutons floraux sur les nceuds des rameaux
plagiotropes a lieu a la fin de la saison des pluies. Ces initiations florales
échelonnées n’évoluent pas durant la saison seéche mais l'apparition des
premiéres précipitations conduit a des floraisons groupées. Ainsi, la floraison
apparait vers le sixiéme jour aprés les premiéres précipitations pour
C.racemosa et le dixiéme jour pour C. eugenioides. Les fleurs sont
hermaphrodites et groupées en inflorescences ou cymes; elles sont
tubuleuses, de couleur blanche et odorantes. L'ovaire, infére, est bicarpellé et
surmonté d'un disque nectarifére, rendant les fleurs trés attractives aux
insectes. Les carpelles sont uniovulés.

La durée du cycle de fructification varie de onze semaines pour les
espeéces les plus précoces (comme C.racemosa, C. pseudozanguebariae et
C. sessiliflora) a plus de dix mois pour les espéces les plus tardives (comme C.
liberica et C. congensis). Les fruits, appelés drupes ou cerises, de forme ovoide-
elliptique, souvent pédonculés, sont constitués d’un exocarpe de couleur verte
au stade immature et de couleur rouge ou jaune quand il arrive a la
maturation et d’'un mésocarpe charnu (mucilage) (figure 8). Dans la région
apicale, le fruit posséde une petite cicatrice circulaire appelée disque, qui
correspond au site ou ont été unis les autres verticilles floraux. Les fruits
contiennent normalement deux graines, convexes sur une face, aplaties sur

l’autre.
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Figure 9a. Cycle de fructification de C. arabica. Etapes de développement du
fruit. (D’aprés Ascanio, 1994).
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Un défaut de pollinisation ou un avortement post-zygotique précoce,
conduisent a l'existence de fruits a une seule graine : les caracolis, tandis
qu’un avortement tardif de ’albumen meéne a la présence d’une loge vide.

Chez C. arabica, la floraison arrive entre le 10¢me et le 15éme jour aprés
les premiéres précipitations. Au Venezuela, elle a lieu durant les mois d’avril-
mai ; le cycle de fructification dure de 8 a 9 mois et tout ce processus est
marqué par quatre étapes bien différenciées:

Premiére étape: entre 4 et 6 semaines apres la fécondation. Cette
période se caractérise par une lente augmentation de poids et de volume.
Durant cette étape, la présence ou ’'absence de pluie n’influe pas vraiment sur
le développement du fruit.

Deuxiéme étape : entre les semaines 7 et 16 aprés la fécondation. Lors
de cette étape, le fruit augmente rapidement de volume et de poids grace a la
croissance du péricarpe (il se produit aussi une rapide expansion cellulaire).
Le fruit acquiert 80-84% d’humidité. Les deux espaces ou sont placés les
semences s’étendent jusqu’a leurs tailles définitives et se remplissent avec un
liquide laiteux (qui sera le futur endosperme) et l'endocarpe se lignifie.
Pendant cette période, la disponibilité en eau est trés importante, car la taille
qu’acquiérent les cavités ou sont placées les futures graines dépend de cette
disponibilité hydrique. A la fin de cette étape, le développement de
I'endosperme commence.

Troisiéme étape : entre les semaines 17 et 27 aprés la fécondation.
Pendant cette période, l'aspect extérieur évolue peu. On assiste a la formation
de 'endosperme. Durant cette période, la demande en éléments minéraux est
forte.

Quatriéme étape : entre les semaines 28 et 33 aprés la fécondation se
déroule la maturation. Elle est caractérisée par un rapide développement de la
matiére séche et du volume du péricarpe, la perte de la chlorophylle dans le
fruit, la production d’¢thyléne et un changement de couleur. Cette étape se
déroule pendant la saison séche.

La figure 9, adapté d’Ascanio, (1994) montre la croissance moyenne des

fruits de C. arabica.
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Figure 2. Key steps of coffee fruit development. Coffee fruits of C. arabica var. Acaia Cerrado MG-
1474 were harvested on different days afier lowering (DAF) and sectioned foranalysis (Estanislau,
2002). A; ovary afier anthesis (0-60 DAF showing the growing perisperm (pe) tissue, the integuments
(in) and the young embryo sac (se) that will further develop into the endosperm (en). Cell
layers of the future pericarp (p) are also indicated (x 60). B: transversal section of immature
fruit at 90 DAF showing the pericarp (p) and the liquid endosperm tissue (¢n), also referred to
as the “true seed” (s¢), which grows (arrows) absorbing the inner perisperm tissue (ipe). C:
transversal section of immature fruit between 120-150 DAF showing the remaining folded outer
perisperm laver (ope) enclosing the completely milky endosperm. D; longitudinal section of
mature cherry fruits at 230-240 DAF showing the two developed mature seeds enclosing one
cotyledonary mature embryo (em) inside the solid endosperm or isolated (right corner). Intemal
(in) and extemnal (ex) parts of the mesocarp are also indicated. Bars from B to D represent 2 mm.
Below, is presented a schematic graph of tissue changes occurring during coffee fruit development.

Figure 9b. Développement du fruit chez Coffea arabica. (D’aprés De
Castro et Marraccini, 2006).

$-1 BCL easyPDF
Printer Driver

Bliek kars 1o puichass 4 lcense 10 temive iz image


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

Figure 10. Distribution géographique des groupes phylogénétiques des
caféiers (D’apreés Anthony, 1992).
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Fig. 9.1: Phylogeny of Coffea species based on cpDNA (left) [35] and rDNA

(right) polymorphism [48].
Figure 11. Phylogénie des espéces basées sur ’ADN chloroplastique (gauche)
et PADN ribosomal (droite). Adapté de Lashermes et al., (1997); Cros et al.,
(1998)
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Diversité des caféiers.
Le genre Coffea appartient a la famille Rubiaceae et est

phylogénétiquement trés proche du genre Psilanthus (Davis et al. 2005). Le
genre Coffea a été classifié en deux sous-genres : Sous-genre Coffea et sous-
genre Baracoffea. Le genre Coffea a une répartition limitée au continent
africain, Madagascar et aux iles mascareignes (La Réunon, Maurice et
Rodrigues). Les taxons du sous-genre Baracoffea sont inféodés aux milieux
arides des plaines coétiéres de la Somalie et du Kenya ainsi qu’a la cote
occidentale de Madagascar (Leroy, 1983; Bridson, 1987) Par contraste, toutes
les especes du sous-genre Coffea sont endémiques de la zone forestiére
intertropicale. Elles se répartissent en trois ensembles biogéographiques,
séparés par le Canal du Mozambique et la dorsale du Kivu, a 1’est du Zaire. La
figure 10, adapté d’Anthony, (1992) montre ces régions: 1) les iles de 1’'Océan
Indien, 2) I’Afrique orientale, 3) 'Afrique centrale et occidentale. A Madagascar,
la diversité semble extréme: 57 taxons ont été décrits et 47 recensés dans
toute I’Afrique. Sur le continent, la distribution des espéces est inégale selon
les régions. Les facades océaniques de I’Afrique centrale et de I’Afrique
orientale semblent plus riches. Une attention particuliére doit étre réservée a
l'espéce C. arabica car c’est la seule espéce endémique du plateau Abyssin
(Bertrand et al., 2003).

Lashermes et al. (1997) ont étudié la variation des séquences nucléaires
de type ITS2 (Internal Transcribed Sequences) chez difféerentes espéces de
Coffea. Les analyses phylogénétiques ont permis de distinguer quatre groupes
biogéographiques. Afrique central, Madagascar, Afrique central-est et Afrique
de l’est Cros et al. (1998), en analysant la diversité de 'ADN chloroplastique,
ont distingué les mémes groupes, mais les espéces C.humilis et
C. stenophylla sont classées dans un autre groupe. L’espéce tétraploide
C. arabica est classée dans le méme groupe que son géniteur maternel

probable : C. eugenioides (figure 11).
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Structure du génome des caféiers

Presque toutes les espéces de caféiers sont diploides avec 2n=2x=22
chromosomes, a l’exception de C. arabica, qui est amphidiploide avec 2n=4x=
44 chromosomes. Selon Lashermes et al., (1999), cette espéce résulterait de
I’hybridation entre deux espéces diploides : C. canephora et C. eugenioides.

L’espéce C. arabica différe aussi des espéces diploides par son mode de
reproduction. Cette espéce est préférentiellement autogame mais avec un taux
d’allo fécondation pouvant atteindre 11% (Carvalho et Monaco, 1964). Parmi
les espéces diploides, toutes sont allogames avec deux exceptions identifiées a
ce jour : C. heterocalyx (Rakotomalala, 1993) et C. moloundou (Anthony, 1992)

Le systéme d’incompatibilité gamétophytique mis en évidence chez C.
canephora est monogénique et polyallélique (Berthaud, 1986). Le locus S qui
détermine ce caractére a été cartographié avec des marqueurs RFLP
(Lashermes et al., 1996) ou des marqueurs AFLP (Coulibaly et al., 2002).
L’allogamie est un des principaux caractéres qui expliquent la grande
variabilité génétique observée chez les espéces diploides.

Cette grande diversité est a mettre en opposition avec la relative
homogénéité dans l’espéce cultivée C. arabica et représente une ressource
génétique inestimable pour 'amélioration des caféiers cultivés. C’est pourquoi
l'étude de la diversité des caféiers est aujourd’hui un axe majeur des
recherches sur le caféier. La conservation et la valorisation de la diversité
existante sont trés importantes car elles sont a la base de tous les
programmes d’amélioration génétique.

Le germoplasme de C. arabica collecté en Ethiopie, au Kenya et au
Yémen par des missions menées essentiellement par la FAO, TIRD (ex
ORSTOM), le CIRAD et I'TPGRI a été multiplié et conservé dans des collections.
Actuellement, des collections majeures pour la conservation de ce
germoplasme existent dans plusieurs pays: Cameroun, Ethiopie, Kenya,
Tanzanie, Cote d’Ivoire, Madagascar, Inde, Costa Rica, Brésil, Colombie, et
Venezuela. La diversité existante dans l'espéce C. canephora est représentée
par des collections mises en place en Coéte dIvoire, au Cameroun, a
Madagascar et en Inde. Dans les collections de Cote d’'Ivoire et de Madagascar,
on retrouve la plus grande partie de la diversité génétique des caféiers

diploides (Anthony et al., 1999). Ce « pool génétique » renferme un grand
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Tableau 1. Principaux caractéres d’intérét chez différentes espéces diploides
de Coffea (d’aprés Anthony et al., 1999))

Caractére d’intérét

Espéce

Resistance a la rouille orangee
(Hemileia vastatrix)

Resistance a lantracnose des
baies (CBD)

Resistance aux nematodes
Resistance a la mineuse des
feuilles (Perileucoptera coffeella)
Faible contenu en caféine
Tolérance aux basses
températures

Adaptation a la sécheresse et aux
climats chauds

Adaptation aux sols inondes
Fructification groupée et

granulométrie

. canephora ;

C. pseudozanguebariae ;

. liberica; C. eugenioides ; C. salvatrix
. canephora

. canephora; C. liberica ; C. congensis
. racemosa ; C. stenophyla

. pseudozanguebariae

. liberica

. racemosa
. congensis

. liberica ; C. dewevrei
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nombre de génes d’intérét agronomique. Le tableau 1 donne quelques-uns des

caractéres intéressant identifiés dans le pool génétique des caféiers diploides.

La sélection et I’'amélioration des caféiers

Seulement deux espéces de tout le pool génétique des caféiers sont
cultivées intensivement a travers le monde : C. arabica, qui produit un café de
meilleure qualité et qui a la préférence des consommateurs, et C. canephora
dont la qualité est inférieure. La premiére espéce est la plus cultivée dans les
régions d’altitude d’Afrique et d’Amérique du Sud et Centrale; la deuxiéme
dans les régions intertropicales humides de basse altitude d’Afrique, d’Asie et

du Brésil.

Mise en culture
L’espece Coffea arabica a été décrite par Linné en 1783, et nommée

ainsi car il pensait que ce caféier poussait en Arabie. A cette époque, le café
n'était connu que des Arabes qui avaient le monopole du commerce du café.
Ce monopole n’a été supprimé qu'au 18e siecle par la Compagnie des Indes
orientales. A l'origine, le caféier arabica ne poussait que dans les foréts de
haute altitude du sud de l'Ethiopie. De 1a, il a été emmené d'abord par les
Arabes vers les vallées humides du Yémen (probablement au cours du 11éme
siécle). Plus tard, la culture du caféier s'est étendue vers l'Inde et le Sri Lanka
par les Britanniques, vers Java par les Hollandais, vers lille de la Réunion par
les Francais. Elle s’est ensuite dispersée en provenance d’Amsterdam ou de
Paris jusqu’aux Antilles et en Amérique du Sud au début du 18éme siécle. Au
Venezuela, le caféier a été introduit vers 1730, mais c’est en 1783 que la
premiere plantation commerciale a été mise en place a Chacao, Caracas. Les
caféiers arrivent a Tachira, grace a l'initiative de Gervasio Rubio, qui les y
installe en 1794 a la ferme la Yegliera, dans le voisinage du village qui plus
tard, en 1855, sera nommée Rubio. Finalement, la culture du caféier a été re-
introduite sur le continent africain. Entre-temps, d'autres espéces de caféiers
ont été découvertes et décrites, en particulier a Madagascar et sur les iles

Mascareignes.
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Comme nous venons de le décrire, la mise en culture des caféiers est
récente: trois siécles pour C. arabica et a peine plus d'un pour C. canephora.
Elle a été marquée par une importante dispersion de matériel végétal mais a
partir de trés peu de génotypes de départ conduisant notamment a un
appauvrissement de sa base génétique. Ainsi, on estime que seulement trois
introductions sont a l'origine de tous les caféiers C. arabica cultivés sur le
continent ameéricain: C. arabica var. typica, C. arabica var. bourbon et, plus
récemment, un hybride naturel, appelé Hybride de Timor, que l'on peut
assimiler a un caféier C. arabica ayant introgressé des génes de l’espece

diploide C. canephora.

L’amélioration des caféiers
Les critéres de sélection et leur hiérarchisation varient selon 1’espéce

cultivée et le pays concerné. Par ailleurs, les schémas d’amélioration sont en
relation directe avec le mode de reproduction.

La sélection de C. canephora est dite végétative (clonale) car elle consiste
a trier les individus les plus performants parmi diverses introductions ou
descendances, puis a les multiplier par bouturage. Les plantes de 1’espéce
C. canephora sont vigoureuses et résistantes a de nombreuses maladies,
nématodes et insectes (d’ou son nom de Robusta). En revanche, ses graines
contiennent deux a trois fois plus de caféine. La boisson qui en résulte est
plus ameére et I’arome est moins développé que chez C. arabica. Les principaux
objectifs des programmes d’amélioration génétique ont été orientés vers
laugmentation du rendement, de la granulométrie, de la résistance aux
prédateurs et aux agents pathogénes, vers l'adaptation a la sécheresse, aux
zones inondables, mais aussi vers I'amélioration des qualités organoleptiques
et ce, en fonction de l’espéce cultivée considérée.

Grace aux marqueurs enzymatiques, Berthaud (1986) a mis en évidence
l'existence de deux groupes génétiques d’origine différente au sein de 'espéce
C. canephora : 1) les « Guinéens », localisés en Afrique de 'ouest (Cote d’Ivoire -
Guineée) ; 2) les « Congolais », localisés en Afrique centrale, région du Congo -
Cameroun - République Centrafricaine. L’existence d’hétérosis chez les
hybrides issus de croisements entre ces deux populations, a permis d’avancer

un schéma de sélection récurrente réciproque en Cote d’Ivoire. L’augmentation
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du rendement et de la granulomeétrie atteint dés la fin du premiére cycle de
sélection a été montrée par Leroy et al. (1997).

Comme pour la plupart des plantes autogames, la sélection de C.
arabica est de type généalogique, aprés avoir recombiné les caractéres. Pour
transférer des caractéres particuliers, quatre stratégies de sélection ont été
adoptées par les programmes d’amélioration génétique :

o Sélection généalogique a partir de cultivars locaux.

e Sélection généalogique aprés hybridations intra spécifiques.

e Sélection par backcross aprés hybridations inter spécifiques.

e Propagation directe par embryogenése somatique de variétés hybrides.

Dans un pays producteur comme le Venezuela, les objectifs des
programmes d’amélioration génétique ont été basés sur l'obtention de variétés
a port homogéne, de petite taille, plus productives, de bon rendement en café
marchand, et mieux adaptées aux conditions environnementales locales. Par
ailleurs la résistance a la rouille orangée (Hemileia vastatrix) a aussi été
recherchée et tout cela sans diminuer la qualité de la boisson. D’autres
aspects sont importants pour la sélection de nouvelles variétés comme la
résistance aux nématodes (Meloidogine exigua, Pratilechus sp) et a

I'anthracnose des fruits (Colletotrichum kahawae).
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Figure 12. Généalogie de la Variété INIA 01 généré par I'INIA au Venezuela 2001 (d’aprés Bustamante et al., 2001)
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L’Hybridation chez C. arabica

L’Hybridation intra spécifique

En 1935, le phénotype Caturra a été découvert au sein de la variété
Bourbon. Il présente des entrenceuds courts, une taille réduite et un port
compact. D’autres mutations du Bourbon comme le « Pacas, Villa Sarchis »
sont génétiquement comparables au Caturra. Cette variété est cultivée au
Venezuela en exploitation de haute densité.

Comme résultat des différents programmes d’amélioration de C.
arabica, quelques cultivars ont été développés dans des pays producteurs:
Mundo Novo au Brésil en combinaison des variétés Typica et Bourbon ; Catuai
au Brésil en combinaison de Caturra et Mundo Novo. Au Mexique, la variété
Garnica a été développée a partir d'un schéma identique et elle peut étre

considérée comme similaire a Catuai.

L’Hybridation inter spécifique

Plusieurs hybrides naturels ont été identifiés dans différentes zones de
culture comme en Indonésie, en Inde ou en Nouvelle Calédonie. Ces hybrides
sont le résultat de croisements inter spécifiques spontanés apparus dans les
plantations (Le Pierres, 1995). Des hybrides comme le Kalias ou le Hamilton
(C. arabica x C. liberica) ; le Kawisari (C. liberica x C. arabica) ; le Bogor-Prada
(C. canephora x C. arabica) sont décrits par cet auteur. L’hybride le plus utilisé
dans les programmes d’amélioration génétique a été I'Hybride de Timor
(C. canephora x C. arabica). C’est a partir de cet hybride que l'on a transféré la
résistance a la rouille orangée et au scolyte des baies (Coffee Berry Borer CBD)
a de nouvelles variétés (Colombia, Costa Rica 95, IHCAFE90, Bramon I, etc).
Au Venezuela, une nouvelle variété (INIA 01) dont les sources de résistance
proviennent de ’hybride de Timor et d'une origine Ethiopienne de C. arabica
(figure 12), a été récemment mise a disposition des agriculteurs (Bustamante
et al., 2001).

L’hétérosis, ou vigueur hybride, entre différentes populations de C.
arabica a été mise en évidence. En Ethiopie, Ameha et Belachew, (1985)
montrent un hétérosis de 30% a 60% pour des hybrides de deux populations
sylvestres de C. arabica sauvages. Au Costa Rica, (Bertrand et al., 2005) ont

déterminé une hétérosis entre 22% et 47% quand l’hybride F; catimor x
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Figure 13. Production d’é¢thyléne pendant le développement et la maturation

par les fruits de Coffea arabica (d’aprés Pereira et al., 2005).
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sylvestre (ET26 ou ET6) est comparé au meilleur parent. D’apres ces résultats,
les hybrides F: montrent des caractéristiques importantes de vigueur,
productivité, résistance et adaptabilité (Bertrand et al., 1999). Un des grands
avantages des F; est que l'on peut accumuler dans un seul génotype des
résistances complémentaires aux agents pathogénes comme c'est le cas des
génes dominants pour la résistance a la rouille orangé, aux nématodes
(Bertrand et al., 1999), mais aussi, l'introgression de génes de C. arabica

sylvestre dans le génome catimor, pour augmenter sa qualité organoleptique.

L’éthylene chez les caféiers

Beaucoup des travaux publiés montrent I'influence de ’éthyléne dans la
maturation des fruits de caféier (Browin et Cannell, 1970; Oyebade, 1971;
Upegui et Valencia, 1972; Snoeck, 1973; Oyebade, 1976; Snoeck, 1977;
Gomide et al., 1978; Opile, 1978; Sudhakara et al., 1978; Winston et al.,
1992; Sondahl et Petracco, 1997). Pereira et al., (2005) ont déterminé que la
production auto catalytique d’éthyléne par les fruits verts de caféiers est tres
faible mais qu’elle augmente considérablement durant 1’étape initiale de la
maturation. Pendant les étapes finales de la maturation des fruits, et durant
la sur-maturation on observe une diminution de la concentration d’éthyléne.
Ces observations sont caractéristiques des fruits climactériques La figure 13
montre la progression de la production d’éthyléne chez le caféier (Coffea

arabica).
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OBJECTIFS DE RECHERCHE

La qualité du café boisson est devenue une des demandes les plus
fortes des consommateurs. Cette qualité dépend de nombreux parameétres
génétiques, agronomiques et technologiques. La caféine et les acides
chlorogéniques figurent parmi les composés qui s’accumulent dans les grains
verts de café et qui entrent dans la détermination de la qualité finale de la
tasse de café. Par conséquent, la connaissance des aspects du développement
et de la maturation des fruits pendant lesquels intervient 'accumulation de
ces composés est trés importante.

La maturation des fruits est un phénoméne complexe génétiquement
programmeé, caractérisé par des changements importants dans la couleur, la
texture, la saveur, l'arome et la teneur en composés biochimiques. Le
déroulement de ce phénomeéne est coordonné par un complexe d’hormones
parmi lequel ’éthyléne joue un role déterminant. Autrement dit, étudier et
comprendre le processus de lintervention de l’é€thyléne (spécifiquement les
récepteurs d’éthyléne) sur la maturation des fruits chez les caféiers est
primordial. Différentes espéces de caféiers se distinguent par leur grande
variabilité dans leur cycle de fructification, le temps de maturation de leurs
fruits et la teneur en différents composés déterminant la qualité a la tasse. Ces
espéces constituent un matériel de choix pour étudier lintervention des
hormones, dont I’éthyléne, sur ’établissement de ces différents caractéres.

Le présent travail s’inscrit dans le cadre du projet scientifique de
I'équipe « Génomique et qualité du café » de I'IRD, (UMR : Diversité et GEnomes
des Plantes Cultivées) mais aussi du projet Amélioration Génétique des
Caféiers de I'INIA au Venezuela, dont 1'un des buts est l'amélioration de la
qualité du café. Dans ce contexte, nous aborderons dans ce travail I’étude
génétique des récepteurs d’éthyléne chez les caféiers avec les objectifs
suivants :

* Cloner et analyser la diversité génétique des génes ETR1, ETR2 et EIN4
dans différentes espéces du genre Coffea se différenciant par la durée
de leur cycle de maturation des fruits, leur synchronisation et/ou leur
teneur en composés importants pour la qualité a la tasse (caféine,

acides chlorogéniques, sucres....).
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Cartographier les génes ETR1, ETR2 et EIN4 et vérifier une possible co-
localisation avec un ou des QTL de la durée du cycle de fructification
et/ou de teneur en composés importants pour la qualité a la tasse
(caféine, acides chlorogéniques, sucres).

Etudier ’expression de ces génes dans les fruits matures des espeéces
montrant une diversité génétique interspécifique.

Etudier le controle de la régulation de ces génes

Etudier la sur-expression de ces génes chez des plantes modeéles comme
Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum ou Solanum lycopersicum.
Etudier la possible suppression de ces génes chez des plantes modéles
comme Arabidopsis thaliana, Nicotiana tabacum ou Solanum
lycopersicum.

Comprendre l'interaction des récepteurs dans la voie de signalisation de
I’éthyléene chez les caféiers. Leur interrelation avec d’autres voies
physiologiques pendant le développement de la plante et de la

maturation du fruit.
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MATERIEL ET METHODES

Matériel

Matériel végétal
L’étude de la diversité des génes de récepteurs a été conduite sur les

especes de caféiers suivantes: C. canephora (BB 62), C pseudozanguebariae (H
60), C. heterocalyx (JC 63), C.dewevrei (EB 56), C.eugenioides (DA78),
C. congensis, C. sp. Moloundou (OD68), C. sessiliflora (PA65), et C. arabica var
Caturra. Les plantes sont conservées en serres au centre IRD de Montpellier.

Pour la cartographie génétique des génes de récepteurs d’éthyléne, nous

avons utilisé différentes populations :

1.  Un croisement controlé entre PSE (parent femelle) et DEW (parent
male) qui a été réalisé a la station de 'IRD a Man en Cote d’Ivoire
(Louarn, 1992). Soixante-deux hybrides issus du rétro croisement
sur DEW (BCDEW) on été obtenus par pollinisation libre de treize
plantes hybrides F1 : [[PSE x DEW) x DEW] (Ky et al., 2000).

2.  Un croisement contrdolé entre LIB x CAN qui a été réalisé a la
station de I'IRD a Man en Cote d’Ivoire. Soixante-douze hybrides
issus du rétro croisement avec un mélange de pollen de CAN on
été obtenus: [(LIB x CAN) x CAN].

3. Un croisement controlé entre CAN x HET, réalisé a la station de
I'IRD a Man en Céte d’Ivoire. Quatre-vingt quatre hybrides de type
rétro croisement on €té obtenus par pollinisation avec un mélange

de pollen de CAN : [(CAN x HET) x CAN] (Coulibaly et al., 2003).

L’é¢tude de la sur-expression et de la complémentation fonctionnelle a
été menée sur des plantes transformées d’Arabidopsis thaliana (écotype
Columbia). Les plantes ont été cultivées dans un mélange de sol et vermiculite
(1 :1) jusqu’a la floraison dans une chambre de culture a 22°C avec 16 h de
lumieére.

Des plants de tabac (Nicotiana tabacum var. Maryland) ont aussi été

utilisés pour la transformation génétique.
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Les banques d’ADNc
Deux banques d’ADNc de C. canephora ont été construites, I'une (4.107

pfu/ml apreés amplification) a partir de jeunes feuilles et l'autre (3.5 107
pfu/ml apreés amplification) a partir de fruits a différents stades de
développement et de maturation ; de trés jeunes (petits et verts) a murs (gros
et rouges). Elles ont été obtenues par l'utilisation du kit « Zap Express cDNA

synthesis » de Stratagéne (Mahesh et al., 2006).

La banque BAC
Cette banque a été réalisée au CIRAD dans un vecteur « pindigoBAC-5 -

BamH1-cloning Ready » (Epicentre). a partir de C. canephora (clone 126) (Leroy
et al., 2005). Elle a une couverture de 9 équivalents génomes haploides et est
constituée de 55.296 clones avec une taille moyenne d’insert de 135 kb. Nous
disposions de filtres haute densité (gracieusement fournis par le CIRAD), 3
filtres pour couvrir toute la banque, dont le transfert et la fixation sur

membrane ont été faits suivant Caillieux, (2004).

Méthodes

Extraction et dosage de I’ADN total
L’extraction de I’ADN total, a partir d’environ 1 g de feuilles fraiches

débarrassées de leur nervure centrale, a été réalisée grace au kit DNeazy Plant
Mini® (Qiagen). Tout d’abord, les feuilles fraichement découpées sont broyées
en présence d’azote liquide. La poudre résultante est traitée suivant les
recommandations du fabricant. Les dosages sont effectués par électrophorése
sur gel d’agarose via une comparaison avec des marqueurs de concentrations

conmnues.

Extraction et dosage de I’ARN
L’ARN total des fruits a été isolé en considérant 2 stades de

développement chez CAN et 4 stades chez PSE. Les fruits ont été placés dans
de l’'azote liquide immédiatement apres la cueillette et 'extraction d’ARN est

faite suivant le protocole décrit par. Bertrand et al., (2003)
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Isolement des ADN complémentaires (ADNc) pleine longueur

Les ADNc pleine longueur ont été isolés par amplification PCR a partir

des banques d’ADNc précédemment décrites en suivant plusieurs étapes :
1) Cas du géne ETR1

1-1 Dessin des amorces “consensus”, et obtention de fragments

amplifiés spécifiques (sondes).

Pour le dessin des amorces, on a réalisé des alignements multiples de
séquences d’ADNc correspondant a des genes codant pour des récepteurs
d’éthyléene de différentes espéces végétales déposées dans les banques de
données internationales (nr). Les couples d’amorces suivants ont été définis a
partir des zones hautement conservées dans les séquences alignées.

Forward : dETR1F : 5- GGGTXCTYRTXCARTTGGYGC-3’

Reverse : dETR1R : 5’- GGCATCCAHARXGCRCAYTC-3’

L’amplification des fragments est faite par Polymerase Chain Reaction
(PCR). Ces fragments ont été clonés dans le plasmide pCR4-TOPO du kit TOPO
cloning®. Aprés vérification que les fragments clonés correspondent bien aux
génes recherchés par séquencage et analyse Blast, ceux-ci sont utilisés comme

sondes pour le criblage des banques d’ADNc.

1-2 Criblage de la banque d’ADNc

Des bactéries XL1-blue MRF résistantes a la tétracycline sont
multipliées sur milieu sélectif LB contenant 12,5 ug/ml de tétracycline. Une
colonie a été prélevée et placée en milieu liquide LB additionné de maltose
(0,2%) et MgSO4 (10 mM). Aprés une nuit sous agitation a 37°C, la culture
cellulaire est centrifugée a 1000g, pendant 10 min a 4°C. Les bactéries sont
resuspendues dans 10 mM MgSO;, stérile et diluées jusqu’a une DO de 0,5 a
600 nm. Le développement des plages de lyse pour le premier criblage, est fait
suivant le protocole fourni par Stratagene avec le protocole du kit ZAP
Express®.

Environ 8x105 plages de lyse pour chacune des deux banques ont été

transférées sur des membranes de nylon Hybond N+ (GE Healthcare Bio-
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Sciences, Piscataway, USA,). Ces membranes sont hybridées avec la sonde
décrite dans le paragraphe précédent et marquée au 32P en utilisant le kit
RedPrime II (GE Healthcare Bio-Sciences).

Les plages de lyse positives aprés le premier criblage sont prélevées avec
un cone plastique pour micropipette et resuspendues individuellement dans le
tampon SM (annexe). Elles sont ensuite remises en culture individuellement
sur des tapis bactériens afin de produire des plages de lyse secondaires qui
seront criblées suivant la méme procédure.

Les plages de lyse positives aprés le second criblage sont prélevées a
raison de trois plages par boite de Pétri. Le phagemide, contenu dans le
génome viral est excisé en suivant le protocole donné par Stratagene (Zap
Express®) puis multipliés aprés transfection dans des bactéries compétentes.
Les phagemides qui contiennent de potentiels clones pleine longueur ont été
purifiés par lyse alcaline et séquencés (MWG). Les séquences ont été analysées

par Blastx sur le site NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

2) Cas du gene CcEIN4

2-1.- Dessin des amorces « consensus » et obtention des fragments
amplifiés spécifiques (sondes).

Des fragments d‘ADN amplifiés a partir d’ADN génomique de PSE et sur

ADNCc de feuille ont été clonés en utilisant des amorces dégénérées définies a

partir des zones hautement conservées entre les séquences issues des bases

de donnés.

Forward 5- GGTGGAARGAHAARGTSAGRTTYG-3’;
Reverse 5-GCMARCCANGTWGCACTYTCCTTKGC-3".
Aprés clonage et séquencage, une analyse Blast, montre que les

fragments obtenus correspondent a différents régions d’EIN4.

2-2.- Amplification de I’ADNc

Aucun ADNc correspondant a un géne EIN4 n’a pu étre isolé aprés
criblage des banques d’ADNc, ni celle de feuille, ni celle de fruit. Cependant
l'amplification sur ces mémes banques avec des amorces dégénérées est

possible. Une autre stratégie a du étre définie.
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Deux fragments, l'un de 362 pb a partir de ’ADN génomique de PSE,
lautre de 416 pb a partir de la banque d’ADNc de feuille, ont pu étre amplifiés
avec les amorces décrites dans le paragraphe précédent. Aprés séquencage et
confirmation par analyse blast, ces fragments ont servi au dessin de nouvelles
amorces spécifiques :

EINF 5- AGAAGCTAGTTGGCATGTCCGGAT-3’,

EINR : 5- GCAACTCGCAGCACCAAGTACTGA-3’ et

EIN4L23R : 5- CTTGGAGTGTTGCTGCTGAG-3’;

Ces derniéres utilisées avec les amorces universelles T3 et T7 ont
permis 'amplification de fragments contenant les extrémités 5’ et 3’ de ’ADNc.
Un contigue a été construit a 'aide du programme SeqMan (DNASTAR) avec
toutes les séquences disponibles. De nouvelles amorces spécifiques ont été
définies de manieére a amplifier un fragment allant du codon d’initiation (ATG)
au codon stop. Grace a ces derniéres amorces, un fragment couvrant la pleine
longueur de la partie codante a été obtenu. Cette derniére stratégie vise a

l'obtention d’un clone qui sera utilisé en transgéneése.

3) Cas du géne CcETR2

3-1 Isolement d’une séquence partielle

Un segment du géene ETR2 a été isolé a partir d'une banque soustractive
d’ADNc (SSH) de C. arabica (Fernandez et al., 2004). Des amorces spécifiques
ont été dessinées d’aprés la séquence de ce clone.

ETR2F : 5-~ACAGCAGCAATGGAGGAGGT -3/,
ETR2R: 5’-GACAACCTCCTCCATTGCTGCTG -3’

Puis de maniére analogue a la démarche suivie pour le géne EIN4, des
fragments en 5’ et 3’ ont été amplifiés a partir de la banque d’ADNc de fruit en
utilisant les amorces spécifiques et les amorces universelles T3 et T7.

L’extrémité 5’ n’a pu étre obtenue dans son intégralité a partir d’aucune
des deux banques. Afin de compléter la séquence vers cette extrémiteé,

l'approche « marche sur le chromosome » a été entreprise.
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3-2. Construction d’une banque d’ADN génomique de Coffea

canephora pour I’'approche de « marche sur le chromosome »

Pour amplifier la région 5’ du géne CcETR2, 'approche « marche sur le
chromosome » a été suivie en utilisant le Kit BD GenomeWalker™ Universal,
de Clontech. L’ADN génomique a été digéré par les enzymes de restriction Dra
I, Eco RV, Pvu II ou Stu I. L’adaptateur d’ADN fourni dans le kit a été lié a
I’ADN digéré. La premiere PCR a été faite en utilisant 'amorce AP1 avec une
amorce spécifique reverse (GSP1):

ETR2R : 5-GACAACCTCCTCCATTGCTGCTG -3’

Une deuxiéme PCR, de type nichée, a été faite avec 'amorce AP2 et une
amorce spécifique (GSP2):

GWETR2R : 5’- CAACAGCTCCTGGTTCACCATTCC-3".

Pour aller plus en amont dans la séquence, une deuxiéme série de PCR
a été faite en utilisant I’'amorce AP1 avec 'amorce spécifique reverse (GSP1) :

ETR2PromR 5- AATCCATTATCAGCAGCTGAGAGAGA -3’.

La deuxiéme PCR a été faite avec l'amorce AP2 et la méme amorce
spécifique (GSP1). Les conditions utilisées pour la premiére PCR ont été les
suivantes:

-7 cycles de 25 sec a 94° C et 3 minutes a 72° C, suivi par 32 cycles de
25 sec a 94° C et 3 minutes a 67° C, terminé par une extension finale de 7
minutes a 67° C.

La deuxieme PCR a été faite de la maniére suivante :

-5 cycles de 25 sec a 94° C et 3 minutes a 72° C, suivi par 20 cycles de
25 sec a 94° C, et 3 minutes a 67° C avec une extension finale de 7 minutes a
67° C.

Aprés migration sur gel d’agarose a 1% et coloration au bromure
d’éthidium, les fragments les plus longs résultants de la PCR nichée ont été
clonés dans le vecteur pCR4-TOPO. Aprés séquencage ces fragments ont servi
a assembler une séquence pleine longueur a l'aide du logiciel SegMaq

(DNASTAR).

3.2.- Amplification de I’ADNc

La séquence assemblée précédemment a permis de dessiner des amorces
spécifiques de maniére a amplifier la séquence codante allant du triplet ATG

jusqu’au codon stop. L’amplification a été réalisée en utilisant comme matrice
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’ADNc monocaténaire préparé pour l'analyse par RT-PCR a partir de fruit de

C. canephora au deuxiéme stade de développement.

Etude de I'organisation des genes

Amplification des génes pleine longueur

Des amorces spécifiques ont été dessinées sur la base de la séquence
des ADNc de maniére a amplifier la séquence génomique correspondant a
chaque géne de récepteur d’éthyléne. En utilisant ’ADN génomique de CAN
comme matrice, on a pu amplifier par PCR les parties non codantes de chaque
géne et déterminer la structure de chacun d’entre eux. Pour ETR1, la séquence
génomique a été amplifiée en utilisant ’ADN génomique de CAN PSE et DEW

comme matrice.

Isolement de la région promotrice du gene CcEIN4

La région promotrice du gene CcEIN4 a été amplifiée en appliquant la
méthodologie « marche sur chromosome » sur un clone BAC identifié comme
contenant ce géne. Cette «marche» a été réalisée avec le kit BD
GenomeWalker™ Universal, (Clontech). Aprés digestion du clone BAC par
l'enzyme Dra I, un adaptateur a été lié a ’ADN digéré. Pour la suite, nous
avons suivi un protocole similaire a celui utilisé pour l'amplification de
CcETR2. Les fragments amplifiés les plus longs ont été clonés dans le vecteur
pPGMT easy (PROMEGA). Aprés séquencage ces fragments ont servi a
assembler une séquence a l’aide du logiciel SegMaq (DNASTAR).

Etude de la diversité génétique dans sept especes de Coffea

Pour mener cette étude nous avons utilisé les séquences introniques : le
cinquiéme intron du gene ETR1 et l'unique intron dans EIN4 sont trés
variables selon les espéces. Ces séquences ont été utilisées pour étudier la
diversité intra et inter spécifique par amplifification a partir de I’ADN
génomique de CAN, PSE, DEW, HET, ARA, EUG et LIB en utilisant les amorces

dessinées a partir des séquences génomiques de CAN:
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e Géne ETR1 :
FSIETRF :5-GTCTTATATGGCATTCGGTAAGAA-3’
SIETRR : 5’- TCAAGGATAACAACAGGGGTAGAC-3".
e Geéne EIN4 :
F3PEIN4F :5’-CTTCTCTGATTGCTCAAGGCCA-3’
3PEIN4R : 5- TCTTGCACTATGGAGTACGAC -3’.

Ces amorces se situent dans les exons 5 et 6 en bordure de l'intron 5 de
maniére a étre suffisamment similaires a toutes les séquences des espéces
étudiées.

Aprés amplification a partir des ADN génomiques des différents
génotypes mentionnés, on proceéde a leur clonage, séquencage et analyse.

Pour l’étude de la ségrégation, on rajoute en 5’ de l'amorce F la
séquence M13 (CACGACGTTGTAAAACGAC) marqué par un fluorocrome IR700
ou IR800. Aprés amplification, les produits PCR sont visualisés avec un
séquenceur automatique «IR2 DNA sequencer» (LI-COR, model 4200L-2,
Lincoln, Nebr.) qui permet de détecter des fluorescences émises a des
longueurs d’onde de 700 et 800 nm (Poncet et al., 2004).

Les différences de taille entre fragments amplifiés ont permis d’observer
la ségrégation des alléles parentaux dans des populations issues de rétro-
croisements interspécifiques : [[PSE X DEW) x DEW], [(CAN x HET) x CAN],
[(LIB x CAN) x CAN].

Dosage Biochimique et étude agronomique

La mesure des teneurs en caféine et les données agronomiques ont été
évaluées dans la population [(PSE X DEW) x DEW]. Les analyses par HPLC et
les évaluations phénotypiques ont été décrites par Barre et al., (1998); Ky et
al., (1999); Akaffou et al., (2003).

Nombre de copies du gene CcETR1

10 ug d’ADN génomique de CAN, ou DEW ont été digérés par les
enzymes de restriction Eco RV et Dra I. D’aprés les données de séquences
obtenues, nous savons que 3 sites Eco RV et 2 sites Dra I sont présents dans

la séquence que nous avons établie, mais aucun de ces sites n’est situé dans
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la zone située entre les amorces définies. Les ADN digérés sont séparés par
électrophorése sur gel d’agarose a 0,8 %. Pour la suite de 'expérimentation
nous avons suivi le protocole décrit par (Sambrook et Russell, 2001), avec les
modifications suivantes :
e Aprés migration, colorer le gel au BET, vérifier la migration sous
UV.
e Tremper le gel dans HCL 0,25M pendant 20 minutes
(dépurination).
e Rincer le gel a 'eau Milli Q.
o Tremper le gel dans NaOH 0,4N pendant 15 minutes
(dénaturation).
e Transférer '’ADN pendant 24h sur membrane de nylon HYBOND
N+ (Amersham pharmacia biotech, England), en utilisant NaOH
0,4N comme solution de transfert (transfert alcalin).
e Faire sécher la membrane entre 2 feuilles de papier Whatman.
e Fixer L’ADN sous UV dans un « spectro linker », program Optimal
crosslinker : 120 mJ.cm-2.
e Avant la premieére utilisation, tremper la membrane dans du

SSC2X pendant 15 min a température ambiante.

Hybridation des membranes

Apres fixation de 'ADN sur la membrane, celle-ci est placée dans un
tube d’hybridation pour procéder a la pré-hybridation pendant au moins 3h a
65° C avec 20 mL de la solution suivante :

Denhardt 5X, SSC 6X, SDS 0,5%, ADN de sperme de hareng 0,1mg/ml.

La solution de pré-hybridation est chauffée (sans ’ADN de sperme de
hareng) 10 min a 65° C. ’ADN de sperme de hareng est dénaturé par
incubation 5 min. a 100° C puis refroidissement brusque dans la glace avant
d’étre ajouté a la solution de pré-hybridation.

La sonde est préparée par PCR a partir de ’ADN génomique de CAN.
Elle couvre le dernier exon qui correspond a la région la plus variable, et donc
la plus spécifique, des génes de récepteurs d’éthyléne. La sonde a été amplifiée

en utilisant les amorces suivantes :
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IETRcF 5’- CCCCTTATCCATGGCTGATTG -3’
IETRcR 5’ -CATGATTTACAGGGGCTCTGG -3’

Le marquage de la sonde au dAT32P et dCT32P est réalisé a l'aide du kit
« Prime a gene» de Promega en suivant le protocole du fournisseur. Apres
dénaturation, la sonde est ajoutée a 20 mL de solution d’hybridation, qui a la
méme composition que celle de pré-hybridation.
L’hybridation se déroule a 65° C pendant toute la nuit. Les membranes
sont ensuite lavées dans des solutions de rincage de stringence croissante:
» SSC 2X, SDS 0,5%, rincage par agitation rapide a température
ambiante (deux fois)
» SSC 0,5X, SDS 0,2% pendant 10 min a 60 ° C (deux fois)
» Le nombre de coups par minutes (CPM) est vérifié et si nécessaire on
rajoute un quatriéme lavage :
SSC 0,2X, SDS 0,2% pendant 10 min a 60° C.
Pour la révélation, les membranes sont mises au contact d'un film
d’autoradiographie (Kodak BioMax Film) dans une cassette et placée a -80 °C

pendant trois jours apres lesquels on procéde a la révélation.

Criblage de la banque BAC

L’intégralité de la banque BAC, répartie sur 3 filtres a haute densité, a
été hybridée avec une sonde spécifique pour chaque géne, suivant le protocole
suivant :

Les membranes sont déposées dans un tube contenant 50 mL de
solution de pré-hybridation (50 mM Tris, 10 mM EDTA, 5X SSC, 1X
Denhardt ; 0,2 %SDS ; 100ug.mL-!ADN de sperme de saumon). La membrane
est pré- hybridée au moins 3 h a 65° C.

La solution de pré-hybridation est ensuite remplacée par 50 mL de
solution d’hybridation (identique a la solution de pré-hybridation plus 1 g .mL-
1 dextran sulfate) plus la sonde marquée. L’hybridation se déroule pendant 16
heures a 65° C.

Les membranes sont rincées avec 50 mL de la solution de lavage 1 (2X
SSC, 0,5 % SDS) en agitation rapide dans le tube a température ambiante.
Elles sont ensuite incubées 20 minutes avec 50mL de la solution de lavage 2

(0,5 X SSC, 0,1% SDS) préalablement chauffée a 65° C puis 20 minutes avec
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la solution de lavage 3 (SSC 0,1X ; SDS 0,1 %) préalablement chauffée a 65°C.
La révélation est effectuée par autoradiographie sur film (LifeRay™, Medical
Imaging Film. Ferrania, Italy).

Les spots doubles, observables sur les films, sont comptés pour évaluer
le nombre de clones portant la séquence d’intérét dans la banque. Ils sont
ensuite localisés pour identifier les coordonnées des clones dans la banque
ordonnée. Pour cela, une grille de lecture est superposée au film. L’orientation
des spots doubles permet de définir le numéro de la plaque (coordonnée Z). La

position sur le film (X,Y) donne les coordonnées du puit dans cette plaque

Préparation et marquage des sondes

Les sondes sont préparées par PCR sur 'ADN génomique de CAN. Pour
le criblage de la banque pour le géne CCcETR1 la sonde utilisée est la méme que
celle utilisée pour le Southern blot.

Pour le géne CcEIN4, la sonde a été amplifie avec les amorces suivantes:

SEIN4F 5- GCCCTTGCGATTAATGAACCAG-3’

SEIN4R 5’ -AGGCACAAGCACTTAACCAAACAA -3’

Pour le géne CcETR2, la sonde utilisée pour le criblage de la banque
BAC, est amplifiéee par PCR a partir d'un fragment d’ADNc préalablement
cloné. La sonde longue de 500 pb est obtenue grace aux amorces : M13F et
ETR2aR : CCGGTGATACCGTTGAACGCATGCTCTC. Comme pour les autres
sondes, le marquage de celle-ci au dAT32P est réalisé a 1’aide du kit « Prime a

gene » de Promega en suivant le protocole du fournisseur.

Etude de I’expression des géenes

Des RT-PCR ont été effectuées a partir d’ARN totaux de fruits de C.
pseudozanguebariae récoltés a quatre stades de maturation et désignés
respectivement PG1, PG2, PG3 et PG4 (40%, 60%, 80% et 100% du temps de
fructification (Bertrand et al., 2003). Chez C. canephora nous ne disposions
que de deux stades de maturation (CG1 et CG2, 40 et 80%).

Le premier brin d’ADNc est synthétisé grace au kit SuperScript™ First-
Strand Synthesis System for RT-PCR (Invitrogen) selon le protocole défini par
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Tableau 2. Oligonucléotides synthétiques utilisés pour la RT-PCR semi

quantitative de différents récepteurs d’éthyléne et facteurs de transcription

chez CAN et PSE.

Geéne

ETR2

ETR1

EIN4

ERF2

Amorce

IETR2-F

IETR2-R

IETRd-F

IETRe-R

EINTRON-F

EINTRON-R

ERF-F1

ERF-R1

Séquence

GAGTCAGGCAAGCAATCAAGGATG

CCTATGCATGTCATCGTCATCAGC

GTCCAGAGCCCCTGTAAATC

CAAAGCAGAATTATACTACACCATG

GGCAAGCCAGGCAAGGAACT

GGCCCCGAGAATCAGAGGACAT

GGGGGATCAGGCAGCGACC

CATGAAGGACTCATAGGCCAGC

Température
d’hybridation
°C

56

56

56

54

Taille
attendue

pb

399

708

703

580
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le fournisseur. La PCR est réalisée dans un volume de 50uL a partir de 2 pL
d’ADNc. Une méme réaction de transcription reverse peut donc servir pour
tester l'expression de différents geénes en utilisant différentes couples
d’amorces spécifiques. Il a été possible de la sorte d’amplifier des segments
pour chaque géne et ce a chaque stade de maturation des fruits (tableau 2).
Les conditions de PCR ont été les suivantes : 4 min a 94° C, 25-31 cycles
comprenant : 40 sec a 94° C, 1 min a une température particuliere pour
chaque paire d’amorces, 1 min a 72° C; 7 min a 72° C et 10 min a 4° C.
Comme controle positif, un fragment de 400 pb. a été amplifié en utilisant des
amorces spécifiques du gene de l'actine: 5’-GCAGATGGTGAGGAGATTCAA-3’
et 5-GTCCAGCACAATACCAGTTGTACG-3’. Les prélevements ont été effectués
chaque 3 cycles a partir du 25¢me. Les fragments d’ADN amplifiés ont été
séparés par €électrophorése dans un gel d’agarose a 1,5% a 100 V pendant 30

minutes.

Isolement et analyse in silico des régions promotrices de

CcEIN4 et de CcERF1

L’approche « marche sur le chromosome » a €té exécutée en utilisant le
BD GenomeWalker™ Universal Kit (Clontech Palo Alto, CA, USA) pour isoler la
région située en amont de la partie transcrite de CCcEIN4. Cette « marche » a
été conduite sur un clone BAC préalablement identifié et digéré par les

enzymes de restriction Dra I ou Eco RV.
Pour CcEIN4, une seule amorce spécifique a été utilisée :
5-GGCTGACACGCTGAAGATCATAACTGC-3".

Des données de séquences partielles nous ont montré que le BAC qui
contenait le géne EIN4 contenait également un géne codant pour le facteur de
transcription ERF1. Il nous a paru intéressant, disposant du matériel prét

pour cela, de prolonger ’étude au promoteur de ce géne.

Pour CcERF1, les amorces spécifiques utilisées pour la PCR nichée sont

les suivantes :

GSP1: 5-TGATGACGCCAAGGACAAGAAGAAGATG-3’
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GSP2 : 5- CCATACTGCATCTGCTTCAACGACTC-3".

Les séquences promotrices ont été analysées in silico et les éléments
régulateurs putatifs ont été identifiés grace a la base de données « Plant cis-
acting regulatory DNA elements (PLACE) :

(http:/ /www.dna.affrc.go.jp/PLACE/signalscan.html) (Higo et al., 1999).

Construction des vecteurs d’expression et transformation

génétique

L’ADNc pleine longueur des récepteurs d’éthyléne CcETR1, CcETR2 et
CcEIN4 et ceux des facteurs de transcription de type ERF (Ethylene Response
Factor : CcEFR1 et CCERF2) isolés, ont été clonés dans des vecteurs binaires
pour la transformation d’Arabidopsis thaliana et Nicotiana tabacum

ETR1

Des amorces spécifiques ont été dessinées a partir de ’ADNc pleine
longueur d’CcETR1 isolé a partir de la banque d’ADNc (CcETR1-1a3). Afin d’en
faciliter le sous clonage, des sites de restriction ont été intégrés dans la
séquence des amorces; le site Hind III dans 'amorce sens et Bam HI dans
l'amorce anti-sens pour le sous-clonage en orientation sens. Pour les
constructions en orientation anti-sens, les sites de restriction ont été inversés
dans les amorces.

Clonage sens :

Amorce sens : 5-CGCAAGCTTATGGAGTCCTGTAACTGCAAAG-3’

Amorce anti-sens : 5’- CGCGGATCCTTATTGAGCCTCCAGCAGAAC- 3.

Clonage antisens :

Les sites de restriction (en gras) sont inversés.

Les produits de PCR obtenus ont été clonés dans le vecteur pCR4-TOPO
pour donner le plasmide pCcETRI1.

Apreés digestion de pCcETR1 par Bam HI et Hind III, le fragment
correspondant a été ligué dans pCAMBIA 1300, dans lequel on a ajouté le
promoteur 35S du CaMV et le terminateur du méme virus a partir du vecteur
PA4T23. Ce nouveau vecteur a été digéré par les mémes enzymes. Le fragment

contenant 'ORF de CcETR1 a été inclus en orientation sens et anti-sens pour

41


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

CaMV35S Promoter

EcoRI (1)
Sacl (11)
Xhol (10786) Kpnl (17)
Smal (10771) ‘ CaMV35S Promoter
Xmal (10769) “ Hind111 (430)
Hygromycin (R) \Pstl (816)
Xhol (9692) ~~ . CcETR1
Thorder (L) ____ \;Xhol (1916)
Sacll (9174) = Sacl (1923)
pIRDJB-ETR1s BamHI (265)
Kanamycin (R) 1815 b || Xmal (2665)
smal (2667)
“\“Sacl (2675)
\EcoRI (2677)
CaMV PolyA
T border (R)
Nhel (6249)
/Eco RI (1)
CaMV35S Promoter /,f’{’SacI )
Xhol (10786) \ //’//”/Kpnl (17)
Smal (10771) ( CaMV35S Promoter
Xmal (10769) ~__Hindlll (430)
Hygromycin (R) ~xhol (1173)
Xhol (9692) Sacl (1174)
T border (L) /g CcETR1 Anti sens
Sacll (9174) = Pstl (2281)
pIRDJB-ETR1as Moot (2655)
11815 bp A
Kanamycin (R) | BamHI (2659)
\Eii;‘;\:‘Xmal (2665)
\:‘\S\Smal (2667)
\Sacl (2675)
\Eco RI1 (2677)
Nhel (6249)

SEns

Figure 14. Vecteur d’expression du géne CCETR1 en orientation sens et anti

CaMV PolyA
T border (R)



http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

CaMV35S Promoter
Hind!11 (11350)
Pstl (11342)
BamHI (11320 \
Smal (11317)
Aval (11315

Xmal (11315) |
EcoRI (11299)
Neol (1)
e — “Ncol (12)
— Pstl (624)
CEIN4
;NCol (1353)

2x 35SCaMV Promoter
Aval (10269)

Smal (10254) \
Aval (10252) "\

Xmal (10252)

ApaL | (9954)
\Aval (1803)

Hygromycin (R)
Pstl (2214)

ApaLl (9652)
Aval (9175) Pmil (2314)
T border (L) NOS PolyA
Kanamycin R % T border (R)
\; ‘Aval (2747)
/ / / \ Aval (3377)

‘Aval (4508)

pIRDJB-EIN4s
12111 bp

/
/

Apall (7257)

ApaLl (6759) ‘Aval (4988)

Clal (5812)

CaMV35S Promoter
HindI11 (11350)
Pstl (11342)
BamH]I (11320)
Smal (11317)
Aval (11315)
Xmal (11315)

EcoRI (11299) Neol (1)
Pstl (114)

2x 35SCaMV Promoter
Aval (10269)

Smal (10254)

Aval (10252)

Xmal (10252)

ApaLl (9954)

Aval (517)

Hindl11 (563)

Ncol (967)

CcEIN4 Anti Sens
Pstl (1704)

Hygromycin (R) pIRDJB-EIN4as //\Pmll (2314)
ApaLl (9652) 12111 bp ’\NOS PolyA
Aval (9175) T border (R)
T border (L) \\Aval (2747)
Kanamycin R %7 Aval (3377)
\Aval (4508)
Aval (4988)

ApalLl (7257)

ApaLl (6759) Clal (5812)

Figure 15. Vecteur d’expression du géne CCEIN4 en orientation sens et anti

SEns

\% BCL easyPDF
Printer Driver

[ Btk huew 0 pinchaee & lcans ta tariass s image |



http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

donner les vecteurs pIRDJB-ETR1s et pIRDJB-ETRlas, respectivement.
(Figure 14)

EIN4

L’ADNc pleine longueur de CcEIN4 cloné dans pCR4-TOPO
(pCcEIN4/C18) a été amplifié en utilisant des amorces spécifiques dans
lesquelles ont été inclus les sites de restriction de Bam HI pour 'amorce sens
et de Sma I pour I'amorce anti-sens.

Clonage sens :

Amorce sens: 5-CGCGGATCCATGGTTCAAGATTAAGGGAT-3’

Amorce antisens : 5’- CGCCCCGGGTCAAAAACCATCACCTGCTCG- 3

Clonage anti-sens :

Les sites de restriction (en gras) sont inversés.

Les fragments obtenus ont été clonés dans pCR4-TOPO. Cet ADNc a été
placé, en orientation sens et anti-sens sous le controle du promoteur 35S du
CaMV dans le vecteur pCAMBIA 1305.1 apres digestion par les enzymes Bgl II
et Pml I. Ceci permet de substituer le géne uidA (gus) porté par ce vecteur par
le fragment désiré. Les vecteurs obtenus, nommeés pIRDJB-ETR1s et pIRDJB-
ETR1as, contiennent respectivement ’ADNc de CCEIN4 en orientation sens et

anti-sens. (Figure 15)

ETR2
L’ADNc pleine longueur de CcETR2 cloné dans pCR4-TOPO
(pCcETR2/2) a été amplifié en utilisant des amorces spécifiques contenant en
plus les sites de restriction Hind III pour 'amorce sens et Xba I pour ’'amorce
antisens.
Clonage sens :
Amorce sens: 5- CGGAAGCTTATGTTTAGGAGATTAGCATCTGGGC -3’
Amorce antisens: 5-CGGTCTAGACTATGGAACTCTGCTTGCATGTAGC - 3
Le produit PCR obtenu a été cloné dans le vecteur pCR4-TOPO pour
donner le plasmide pCcETR2.
Apres digestion de pCcETR2 par Hind III et Xba I, le fragment
correspondant a été ligué dans pCAMBIA 1300, dans lequel on a ajouté le
promoteur 35S du CaMV et le terminateur du méme virus a partir du vecteur

pA4T23. Ce nouveau vecteur a été digéré par les mémes enzymes. Le fragment
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contenant ’'ORF d’ETR2 a été inclus en orientation sens pour donner les

vecteurs pIRDJB-ETR2s. (Figure 16)

ERF1

L’ADN génomique qui contient le géne CcERF1 pleine longueur a été
isolé a partir du méme clone BAC que celui dans lequel se trouve le géne
CcEIN4. Ce géne de contient pas d’intron, il a été amplifié en utilisant des
amorces spécifiques contenant en plus les sites de restriction Hind III pour
I’'amorce sens et Bam HI pour 'amorce anti-sens.

Clonage sens :

Amorce sens: 5- CGGAAGCTTATGGATTATTCATCATTTCCGCAG -3’

Amorce antisens : 5’-CGCGGATCCTCATTGATGACGCCAAGGACAAG -3

L’amplicon obtenu a été cloné dans le vecteur pGMT (plasmide
PCcERF1). Pour construire le vecteur d’expression portant le géne de CcERF1
on a utilisé comme ossature le méme vecteur pCAMBIA 1300 utilisé par le
clonage de ’ADNc de CcETR1. (Figure 17)

Il n’y a pas eu de clonage en orientation anti-sens réalisé pour ce gene.

ERF2
L’ADNc pleine longueur d’ERF2, isolé de la banque d’ADNc de fruits
(CcERF-8b1), a été amplifié en utilisant des amorces spécifiques contenant en
plus les sites de restriction Hind III pour 'amorce sens et Bam HI pour
I’'amorce anti-sens.
Clonage sens :
Amorce sens: 5- CGGAAGCTTATGTGTGGCGGTGCAATCCTCG -3’
Amorce anti-sens : 5’- CGCGGATCCTTACAGAGGCATTGGGCGATTGG - 3
Pour construire le vecteur d’expression portant ’ADNc d’ERF2 on a
suivi le méme procédé que pour ETR1 avec le méme vecteur pCAMBIA 1300
comme ossature ; (Figure 18).
De méme que pour ERF1, la construction en orientation anti-sens n’a

pas été faite.
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Transformation génétique

Multiplication des vecteurs binaires

Les différents vecteurs binaires devant servir a la transformation
génétique, ont été tout d’abord transféctés dans Escherichia coli pour
multiplication en suivant le protocole habituel. La présence des vecteurs
binaires est controlée par PCR a l'aide des amorces ayant servi a cloner les

ADNCc correspondants

Transformation d’Agrobacterium tumefaciens par électroporation

2 pL de solution diluée de plasmide sont ajoutés a 100 uL de cellules
compétentes d’A. tumefaciens (souche GV3101) dans un tube Eppendorf
maintenu au froid. Le mélange est laissé pendant 2 min dans la glace puis
transféré dans une cuvette a éléctroporation de 0,2 cm. La solution est
soumise a une décharge électrique de 2500 V, 200 Q de résistance et 25 uFD
de capacitance. Apres la décharge, SO0 uL de LB sont ajoutés. Le mélange est
incubé pendant 2h a 28°C. La culture bactérienne est étalée sur boite de Pétri
contenant du LB additionné de kanamycine (50 ug.mL-!) et rifampicine (25

ug .mL-1) pour sélectionner les transformants.

Transformation d’Arabidopsis thaliana

Des plantes d’Arabidopsis sont cultivées jusqu’a lapparition de
nombreux bourgeons floraux. Ces plantes sont ensuite transformées a l’aide
d’A. tumefaciens selon la méthode du « floral dip » (Clough et Bent, 1998).
Apreés trempage dans la solution d’A. tumefaciens, les plantes sont laissées
dans des conditions de haute humidité pendant une journée, puis transférées
dans des conditions normales jusqu’a la production de graines TO. Ces graines
TO sont désinfectées avec une solution de « Domestos » (Lever Fabargé, Paris,
France) dilué au 1/5éme suivi de trois lavages a l’eau stérile. La germination
de ces graines est faite en boites de Pétri contenant du milieu MS additionné
de 100 mg.L-! de Cephotaxine et 50 mg.L-! d’'Hygromycine ou 50 mg.L-! de
Kanamycine suivant la construction. Les plantes transformées T1 sont
transférées au bout de 2 a 3 semaines dans des conditions standard de

culture jusqu’a 'obtention de graines T1.
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Transformation de Nicotiana tabacum

Des feuilles prélevées sur des plantes de 2 mois sont désinfectées avec
une solution d’hypochlorite de sodium (2,4%) et coupées en fragments
d’approximativement 1 cm?2. Ces fragments sont mis en contact pendant 15
min avec une solution a une densité optique (DO) de 1 d’A. tumefaciens
contenant la construction d’intérét et additionnée de 100 uM d’acetocyringone.
Les explants sont séchés sous hotte et placés en boites de Pétri contenant du
milieu TIR : MS plus vitamines (Thiamine 10 mg.L-!; Acide nicotinique 1
mg.L-1; Pyridoxine 1 mg.L1), additionné de 1 mg.L-1 BAP et 0,1 mg.L-1 NAA).
Les co-cultures son incubées pendant 5 jours a 28° C a lobscurité. Les
explants sont alors lavés avec une solution de cephotaxine 100 mg.L-1, rincés
deux fois avec de l’eau stérile, séchés et placés dans de nouvelles boites de
Pétri avec le méme milieu TIR additionné de 500 mg.L-! de Cephotaxine et 50

mg.L-! d’Hygromicine ou 75 mg.L-1 Kanamycine suivant la construction.

Les explants sont repiqués toutes les deux semaines sur ce méme
milieu. Quand des pousses apparaissent et mesurent environ 2 cm de
longueur, elles sont placées isolément sur du milieu RM : MS plus vitamines,
additionné de IBA 1 mgmL!; 200 mg.L-! de Cephotaxine et 25 mg.L!
d’Hygromicine ou 50 mg.L-! Kanamycine (selon la construction) jusqu’a la
croissance de racines. Les plantes avec des racines bien développées sont
transplantées en terre et transférées dans une serre S2 jusqu’a l'obtention de

graines.
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A. Etude du géne ETR1

Dans cette partie, on s’attachera a présenter les résultats obtenus pour
l'étude du géne ETR1. La majeur partie de ceux-ci sont déja décrits dans
larticle : « Molecular Characterisation of an Ethylene Receptor gene
(CcETR1) in coffee trees. Its relationship with fruit development and

caffeine content », soumis a la revue Molecular Genetics and Genomics.

1) Isolement des séquences pleine longueur

correspondant aux parties codantes des géenes

Un fragment d’ADN génomique de PSE a été amplifié a 'aide d’amorces
dégénérées définies apres alignement de séquences de géne ETR1 présentes
dans GeneBank. Ce produit d’amplification PCR a été cloné puis séquence.
Aprés vérification de son homologie a l'aide d’alignement Blastx, il a été
montré qu’il correspondait bien a un segment d’un géne ETR1. Ce fragment a
été utilisé comme sonde pour cribler des banques d’ADNc de C. canephora

construites a partir de jeunes feuilles ou de fruits a différents stades de

développement ou de maturation.

Apres deux séries successives de criblage, cinq clones positifs ont été
sélectionnés. L’analyse par PCR en utilisant des amorces universelles a montré
qu’ils étaient de méme taille. L'un d’eux a été entierement séquencé. Il mesure
2649 pb. avec une ORF putative de 2223 pb. Le polypeptide prédit comporte
740 acides aminés, sa masse moléculaire est de 82,48 kDa. La séquence en
acides aminés est a 87,1% identique a celle de '’ADNc ETR1 de Petunia x
hybrida, Le segment N-terminal (les premiers 300 acides aminés) est tres

conservé: 97,4% de similarité avec celui de Prunus persica.

2) Etude de I'organisation de géne

Grace a des amorces spécifiques le géne ETR1 a été amplifié chez
différentes espéces de caféiers (CAN, PSE et DEW). Ce géne a cinq introns
dans la région codante. Le dernier intron est de taille différente chez les

especes étudiées. Grace a cette différence, on a étudié sa ségrégation dans
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différentes populations : [(PSE x DEW) x DEW] ; [(CAN x HET) x CAN] ; [(LIB x
CAN) x CAN].

L’analyse faite par Southern blot indique la présence d’une copie unique
de ce géne dans le génome de CAN et de DEW. L’hybridation de la banque BAC
(Leroy et al., 2005), qui a une couverture équivalente a 9 génomes, avec une
sonde spécifique, montre 7 spots ce qui confirme le résultat du Southern. En
conclusion on peut dire qu’il n’existe quune seule copie du géene ETR1 dans

les génomes de CAN et DEW.

Amplification du region 5’ du géne ETR1

En comparant la séquence d’ADNc pleine longueur avec la séquence
génomique comprenant plus de 2000 pb. en amont de I'ORF, il a été établi ;
qu’en plus des 5 introns dans la région codante, la région 5S’UTR de cet ADNc
contient une petite phase de lecture pouvant potentiellement coder 36 acides
aminés. Ce cadre de lecture contient lui-méme un intron de 978 pb. Le produit
susceptible d’étre codé par cette petite phase de lecture ne présente aucune
homologie avec des séquences polypeptidiques déposées dans les banques de
données. Nous n’avons pas recherché si ce produit était effectivement

synthétisé et accumulé dans la plante.

3) Etude de la diversité génétique dans espéces du genre
Coffea

Nous avons étudié la variabilité intra (cinq individus PSE et cing
individus DEW) et inter-spécifique de ce géne chez les espéces étudiées dans
le cadre de cette thése. Au niveau du 5éme intron, ’espéce C. arabica var
Caturra (ARA) présente deux bandes (espéce tétraploide), Le segment de petite
taille a une séquence identique a 99,5% a celle de CAN, par contre, le plus
grand est a 99,3% identique a celui de C. eugenioides, et 98,8% identique a
celui de C. moloundou et seulement 90,9% a celle de CAN. Ce résultat va dans
le sens de la confirmation que CAN est un de parent d’ARA, par contre, ’autre
ne peut étre clairement différencié par cette séquence mais I’hypothése que
cela soit C. eugenoides reste la plus probable. La figure 19 montre l’arbre
phylogénétique des différentes espéces de Coffea établi aprés alignement de

cette séquence.
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Tableau 3. Effets d’ETR1 sur quelques caractéres quantitatifs dans la
descendance d’'un back-cross interspécifique. DD et PD : valeur moyenne pour

les individus,

homozygote

(DEW/DEW)

et hétérozygote

(PSE /DEW)

respectivement. %PSE : réduction présentée par les individus hétérozygotes

possédant I’alléle PSE

Caractére DD DP g.l F p
%PSE

Durée, en jours, du cycle 279.8 252.3

de fructification de fruits £ 7066 | +5893 9,8 % 1/37 8.881 | 0.00507

(DCF) £7. 5.

Dureée, en jours, de 125.1 107.1

maturation de I'albumen 4756 | +3.967 16,4 % 1/37 13.682 | 0,00605

(DN) + 4. *o.
0.6532 | 0.4921

Teneur en Caféine £ 0.0399 | £ 0.0369 24,7 % 1/48 8.764 | 0,00476

Pd. en g de 100 grains 10.247 9.064

(P100). £ 0362 | +03a1 11.5% 1/49 5.641 0.021
0.3171 0.2746

Teneur en 3CQA £0.0122 | 40012 13.4% 1/47 6.1023 | 0.0171
0-6532 ) 0.4921 1/48 | 8.7636 | 0.00476

0, . .
Teneur en 3,5 DiCQA +0.0399 | £ 0.0369 24.7%
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L’analyse du polymorphisme allélique du geéne ETR1 dans la
descendance du back- cross [([PSE x DEW) x DEW]| a montré la ségrégation
attendue 1:1 pour un seul locus. L’analyse de quelques caractéres de cette
méme descendance a montré que le géne ETR1 semble lié avec leur variation.

Ces caracteéeres sont :

e La durée du cycle de fructification

e La durée de maturation de ’albumen
e Le poids de 100 grains (P100).

e La teneur en caféine.

e La teneur en deux isomeéres d’acides hydroxycinnamiques (HQA).

La présence de lallele PSE (P) dans une plante de la descendance
hétérozygote pour ce geéne, s’accompagne dune réduction significative du
poids des grains et d'une réduction de 27 jours du cycle de fructification. Cette
réduction est expliquée a 77% par la réduction de la durée de maturation de
l'albumen. Chez les individus hétérozygotes PSE-DEW (PD), la maturation de
l'albumen se produit en moyenne 18 jours avant les individus homozygotes
DEW-DEW (DD). Les individus hétérozygotes montrent également une
réduction de 24,7% de la teneur en caféine, de 13,4% de la teneur en 3CQA et
24,7% en 3,5 DIiCQA dans leurs grains (Tableau 3). Cette relation entre la
durée du cycle de fructification, la durée de la maturation de ’albumen et les
teneurs en caféine et de deux isomeres des HQA pourrait indiquer une forte
accumulation de cet alcaloide et de ces acides pendant la maturation de

I’'albumen. Cette hypothése doit étre confirmée.

Les études de ségrégation dans les populations issues de différents
back-cross, BCDEW, BCHET, BCLIB, montre que dans chacun d’entre eux les
alleles ETR1 ségrégent suivant les proportions attendues pour un seul locus
1:1. Il n’a pas été observé de distorsion de ségrégation. Malheureusement, la
taille de la population en ségrégation issue du back-cross BCDEW n’est pas
suffisante et le nombre de marqueurs moléculaires qui y ont été positionnés
pas assez important, pour que 1’on ait pu y cartographier avec précision ETR1.
I1 na donc pas été possible de trouver une colocalisation avec les QTL
identifiés sur cette carte qui concernent en particulier les caractéres pour

lesquels nous avons établi une relation. Dans la descendance BCHET, il a été
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Figure 20. Localisation du géne ETR1 sur la carte génétique établie avec
la descendance du back-cross (CAN x HET) x CAN
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Figure 21. Localisation du géne ETR1 sur le groupe de liaison H de la carte
génétique établie sur la descendance du back-cross (LIB x CAN) x CAN.
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trouvé une liaison avec 2 marqueurs microsatellites (SSR) mais I’ensemble de
ces trois locus na pu étre rattaché a un groupe de liaison défini (figure 20). Ce
n’est que sur la carte génétique élaborée a partir de la population issue du
backcross BCLIB qu’ETR1 a pu étre placé sur le groupe de liaison 2 qui

contient également le gene EIN4 (figure 21).
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Figure 23. Structure du géne EIN4 chez C. canephora en relation avec la
structure de la protéine codée. [l : Peptide signal putatif qui dirigerait la
protéine vers la voie de sécrétion. Sensor domain : domaine senseur subdivisé
en : [ domaine trans-membranaire et GAF : domaine conservé mais de role
inconnu; Histidine Kinase: domaine Histidine Kinase, ce domaine est
interrompu par un long intron de phase O; Receiver : domaine de réponse,

posséde le site conservé de phosphorylation aspartate (D)
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B. Etude du gene EIN4

Les récepteurs de type EIN4 appartiennent a la deuxiéme sous-famille
des récepteurs d’éthyléne. Ils se différencient de ceux de type ETR1 par leurs
trois domaines transmembranaires, un peptide signal putatif qui dirigerait la
protéine vers la voie de sécrétion et une zone dégénérée de l’histidine-kinase.
Chez la tomate, les membres de cette sous-famille sont plus exprimés pendant
la maturation du fruit, et lors de la réponse aux attaques de pathogénes.

A laide d’amorces dégénérées, un geéne EIN4 a été préalablement
identifié chez les caféiers a partir d’ADN génomique de PSE et sur de ’ADNc
dérivé de feuilles de CAN. Ces premiers fragments ont permis le dessin
d’amorces spécifiques. Un ADNc, supposé étre pleine longueur, d’EIN4 a été
isolé a partir de la banque d’ADNc de fruits de C. canephora. Il a une longueur
de 2906 pb, et contient une ORF putative de 2298 pb. La séquence codante
(cds) de CcEIN4 est a 35,3% similaire a celle de CcETR1. Le segment 5’-
terminal, qui correspond aux domaines transmembranaires, est le plus
conserveé. Il a 85,7% d’identité avec LeETR5 de S. lycopersicum. Le polypeptide
prédit contient 765 acides aminés, sa masse moléculaire est de 85,63 kDa. La
séquence en acides aminés est a 74,4% identique a celle du produit du géne
LeETRS5 de S. lycopersicum ; a 70,5% identique a NTHK2 de N. tabacum et a
60,8% identique a AtEIN4 d’A. thaliana. La figure 22 montre la comparaison
des séquences en acides aminés de cette protéine putative avec des
orthologues ou l'on distingue la qualité de l'alignement de la région conservée.

La protéine putative codée par ce géne posséde une structuration en
conformité avec celle caractéristique de ce type de récepteur d’éthyléne avec
les trois domaines transmembranaires, un signal d’adressage putatif, un

domaine gaf, un domaine hystidine kinase et un domaine receveur (figure 23).

1) Organisation du géne

La séquence génomique correspondant a ’ADNc précédemment isolée a
été entierement séquencée chez CAN. Un seul intron (de phase 0) y a été

identifié. Ce dernier a également été reconnu et séquencé chez quelques autres
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Figure 24: Localisation du géne EIN4 sur le groupe de liaison H de la carte
génétique établie sur la descendance du back-cross (CAN x HET) x CAN
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Figure 25. Analyse de l'expression du géne EIN4 par PCR semi quantitative.
Les ARN totaux a été isolée a quatre stades de développement du fruit chez C.
pseudozanguebariae (PSE) et deux stades chez C. canephora (CAN). La PCR a
été faite en utilisant ’ADNc comme matrice et des amorces spécifiques. La
réaction a été arrétée a différent cycles pour tester 'amplification. L’actine a

été ajoutée comme controle d’expression.
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espéces du genre Coffea (CAN, PSE, DEW, ARA). Chez CAN la longueur totale
de l'intron est de 2045 pb (figure 23). Chez Arabidopsis et chez la tomate, les
génes codant pour des récepteurs de cette sous-famille (AtEIN4, AtETR2,
LeETR4, LeETR5, LeETR6) ne possédent également qu'un seul intron qui se

trouve a la méme position en relation avec la séquence en acides aminés.

2) Criblage de la banque BAC

L’intégralité de la banque BAC de CAN, répartie sur 3 filtres a haute
densité, a été hybridée avec une sonde spécifique générée par PCR en utilisant
le clone d’ADNc préalablement identifié comme matrice. Huit doubles spots
positifs ont été identifiés au total. La banque BAC couvrant neuf équivalent
génomes, le nombre de spots positifs tend a montrer qu’il n’existe qu'une seule
copie du géne EIN4 dans le génome de CAN. Un clone BAC positif a été
récupéré et confirmé par PCR en utilisant les amorces spécifiques utilisées

pour faire la sonde.

3) Etude de la diversité génétique chez quelques especes

du genre Coffea

L’amplification par PCR faite sur des ADN génomiques isolés de
plusieurs espéces du genre Coffea, a permis de mettre en évidence un
polymorphisme de longueur au sein de lintron d’EIN4. Ce polymorphisme a
permis de faire une analyse de la ségrégation des alléles parentaux dans le
back-cross BCHET.

L’analyse de la ségrégation des alléles du géne EIN4 dans la population
issue du back- cross [(CAN x HET) x CAN] a montré les proportions attendues
(1:1) pour un locus. Ce géne a été localisé sur le groupe de liaison H, a 24,5

cM du locus S d’auto-compatibilité (Coulibaly et al., 2002) (Figure 24).

4) Etude de I’expression d’EIN4

L’expression du géne EIN4 a été étudiée au moyen de RT-PCR semi-
quantitative réalisée a différentes stades de développement et de maturation

du fruit chez PSE (4 stades) et CAN (2 stades). Comme le montre la figure 25,
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CGACGGCCCGGGCTGGTAAAAAAAAAGGTATAGAACTGTGAATTTTTGTACTATTTAAGTACGTTCTTTTAT 72

TTGTTAAGCTCTCAACCAATTGAAAATCAAAATTCAAAAACCAAAAGATGGAGAAGTCCACCAAAG 144
CTAAAAACTTTTGACAAAAGGTACATTTATAAATACAAGGCAATTGCAACUNIE®ACTTGGCGCTGGTGCCT 216
AAGATCAAAGTCTGTTGGTCTAATTTAAGAAACGAAATTTCAACCAGTCCTGACTGAAATTTT GTT 288

AAGGGGGTAAATAAAAGCATGCCAAGCGTETCAATITTTTTTTAATAATCTTCCTGTCGTCCTCTCCTTATT 360
TACACCCAATTCAAGATTTGAAGATCCTCCATTGTCCATAAATTAATAAACACAAGTGTATGGATATTCTAC 432
AAAATTATTTATATTAATCTCTCACTTACTTAGTACGCCTCTUNENIECACATATTAAATACTGGATTTAAT 504
TTAATATATTCAGTGCCAAAACTAGTAGTGCTAACCTGAGGGAATARNIEPACGTCAATTCACTTACTAGAC 576
CTTCCCGCGTCCAGTGAGCTAAGTTTCTACAGATTTTTCAAGTGGGGITCAATCCAACGTCATACTTTGAAC 648
AGTTCTTGCTGATTGACTAATGGTTTTAGTCCAAGTGGGATGTCCTATCCTATTGGGTAGGTGTCAATTTTT 720
TGTTTGCTAATATCAACACCGGTTTCACAAGCTGTGATTCTTTCT TR IEUAAAAGAAGTCTTGTTATTATT 792
ATTTTTTTGGGTAGTGGAATATTGGTACGATACAGAAATTTTTTGGGCTTAGCTGTTGCTTGTAGAAGGTTG 864
ATTTGATGCTGGATTTCTCAAGCAAGAAGGTGTTTCCTACTCCCTCAGGITCATTTTTGTTTTCACCAAGTG 936
CAACTCCCTTCAGCTTTATTGGAGCCTTGACTGGATTTTGATCCCGGTTCTTTAGGCCTGCATTCTATTGTC 1008
TTGGTTCTTATGCTTTTCGTGCTACATCCTTTGAAACGGGGAGTGTTTAAT GATTGATTCTTTCTT 1080
ACAGATTCTGAATTTGAGCATTGACACTGAGGTGGGAATTAAATATTAT TAGCGTAGGAGATGGTT 1152
ACCTGAGAGAGGCTGCTATAACCTCTCAAAGATTACTTGGTTATTTTGATCTTGACACATAGACATATTAGA 1224

TCTAGAAATGCTGGAGAGATTTGATTTATTATAGTTTATTAGGAAAGCAATTGCTATTTGGGACTGGGGTTT 1296
BoTtes TATA ? BoTte CAAT
1
GGGGTTTAATTTCAAGGACACCTCTGTCTTGATCTTCAGT TGATTTAAGCTTTTGAAAAGGGTGAAAACTTG 1368
BoTte TATA ?

TCATAAAGATGGATTGAAAAGGGGCTGCT atg ggt tca aga tta agg gat ttt gtc ctt

1: Terminaison 5’ de ’ADNc isolé de la banque de fruits.

TGAAAACT  Boite « cereal glutenin » élément activateur graines spécifique rencontré dans le
promoteur du géne LegA du petit pois.
Motif GT-1 de réponse aux phytopathogénes et au stress salin.

CAATTG Elément fixateur de facteur MYC trouvé dans les promoteurs de génes
actifs en réponse a la déshydratation.

CITCAATTT  Elément initiateur trouvé dans le promoteur du géne psaDb de tabac,
dépourvu de boite TATA.

CTGTTG : Eléments fixateur de facteur MYB impliqués dans la réponse aux stress
environnementaux et la spécificité tissulaire (feuilles et tiges).

AGAAA. Elément associé a l'expression spécifique dans le pollen Trouvé dans le
promoteur du géne LelAT52 de la tomate

AGGTCA Elément activateur. Trouvé dans le promoteur du géne ZM13 du mais.

CATGCA Elément « RY repeat » trouvé dans les promoteurs graines spécifiques

Elément Impliqué dans la réponse a ’auxine.

AATTCAAAA Elément de réponse a ’éthyléne (ERE - ethylene responsive element).
Figure 26. Séquence promotrice de CcEIN4 (1397 pb, jusqu’au site

d’initiation de la traduction (ATG)). Dans cette séquence, quelques boites

conservées sont montré.
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ce géne montre chez PSE un niveau d’expression identique aux deux premiers
stades du développement. Le niveau d’expression semble baisser au troisiéme
stade qui correspond approximativement au stade « C » décrit par (De Castro
et Marraccini, 2006) ; c’est a dire, au stade vert. Puis ce niveau remonte
légérement au dernier stade, celui du fruit mur, stade « D » décrit par ces

auteurs.

5) Etude de la séqguence promotrice de CcEIN4

Afin de mieux comprendre la régulation de ’expression du géne EIN4,
I'étude de la séquence promotrice a été entreprise. Un des clones BAC,
préalablement identifié comme contenant ce géne, a été sous-cloné aprés
digestion incompléte par Eco RV dans le vecteur TOPO® Shotgun (Invitrogen).
Soixante dix clones, choisis au hasard, ont été séquencés (SeqWrigh, USA.
http:/ /www.seqwright.com), mais aucun ne correspondait a la séquence
recherchée. Une nouvelle stratégie, basée sur l’approche « marche sur
chromosome » a été adoptée. Celle-ci a donné de meilleurs résultats. Le clone
BAC a tout d’abord été digéré partiellement par ’enzyme Dra I. Apres ligation
d’adaptateurs, sur les fragments issus de la digestion, on a utilisé ceux-ci
comme matrice pour réaliser des PCR nichées. Un fragment d’environ 1500 pb
a été obtenu. Aprés purification, ce fragment a été cloné dans le vecteur
PCR4®-TOPO (Invitrogen) et séquence (MWG).

L’analyse de la séquence, longue de 1427 pb, a confirmé que celle-ci
correspondait bien a la région située en amont du codon d’initiation de la
traduction (ATG) de CcEIN4. En effet, ’amplification a été faite de telle sorte
que le produit obtenu chevauche la région connue en 5’ de I’ADNc. En
considérant le début de notre ADNc comme correspondant au site d’initiation
de la transcription, la séquence promotrice ainsi isolée est longue de 1366
nucléotides. Cette séquence a été analysée in silico et des cis éléments
régulateurs spécifiques ont été identifiés.

La figure 26 illustre les différents éléments cis régulateurs identifiés
sur la séquence promotrice de CcEIN4. Des éléments indispensables des
promoteurs d’eucaryotes comme trois boites TATA et une boite CAAT putatives
ont été respectivement localisées a -59, -104 et -112 pb pour la TATA et -91 pb

pour la CAAT, du site putatif d’initiation de la transcription, en fait en amont
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Tableau 4. Résultats de blastx sur GenBank obtenus avec les séquences
présentes sur le clone BAC ou se trouve le géne du récepteur d’éthyléne
CcEINA4.

Contig Nombre | Séquence similarité en SOL GENOMICS data

N pb GenBank base de C. canephora
9 77 DV692295 |Canephora feuille

DV690909 |Canephora feuille
10 421 DV692295 |Canephora feuille

DV690909 |Canephora feuille
DV672461 |PERICARP
DV664700 |PERICARP
DV663510 |PERICARP

17 1119 DV713236 |seed late development stage
DV703481 |seed late development stage

22 783 DV705248 |Cherry of early developmet

23 791 DV685577 |seed of midle development stage

24 798 DV675586 |PERICARP

DV663360 |PERICARP
DV678454 |PERICARP

29 921 DV692405 |Canephora feuille
30 623 DV676568 |Cherry of early developmet
DV691281 |Canephora feuille
DV687654 |Canephora feuille

35 DV680097 |seed of midle development stage
DV688362 |seed of midle development stage
39 772 DV688892 |Leaf S'UTR

DV675990 |PERICARP
DV704754 |CHERRY
DV713404 |CHERRY
DV712680 |CHERRY
DV713680 |CHERRY
DV667616 |PERICARP

63 638 DV700342 |seed late development stage S'
DV698393 |seed late development stage S'

64 818 DV692183 |CAN LEAF

68 DV694619 |seed late development stage S'

71 DV683649 |seed of middle development stage 5'

Contig Nombre | Séquence

N pb GenBank |Espéce

S. lycopersicum seed. Alfa
14 799 Al777388 |Galactosidase
18 801 AJ533550 |P. persica. Preclimacteric fruit
31 892 CD444962 |Z. mays. Endosperm
40 1277 BF633291 |M. truncatula. Sécheresse
43 240 CA092975 |S. officinarum
44 767 AWO036380 |S. lycopersicum. Seed cDNA
49 1944 BQ157352 | M. truncatula. Irradié
67 377 AJ533021 |P. persica cDNA
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de la premiére base du clone d’ADNc. Différents cis éléments de réponse aux

hormones ont été trouveés :

— Un élément de réponse a I’éthyléne, (ERE) similaire a celui trouvé dans
le promoteur du géne LeE4 de la tomate (aattcaaaa).
— Un élément spécifique de réponse a 'auxine (boite_catatg).

— Un élément de réponse a l’acide abscissique (boite_catgca).

D’autres éléments cis régulateurs ont aussi été trouvés, en particulier

des éléments contrdlant I'expression spécifique dans certains tissus :

— Un cis é€lément (tgaaaact) homologue a la «cereal glutenin
box » (tgtaaaagt), qui est un élément de controle du géne du gluten
chez les céréales, et qui est responsable de l'expression dans les

graines.

Finalement, le motif GT-1, et le site MYC qui jouent tous deux un roéle
important dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques

(phytopathogénes, salinité, stress hydrique) se trouvent dans cette séquence.

6) Etude de quelques séquences voisines du gene CcEIN4

Le clone BAC préalablement identifié comme contenant le géne CcEIN4
a été sous-cloné dans le vecteur TOPO® Shotgun (Invitrogen). Soixante dix
clones ont été séquencés. La majorité des séquences (62%) sont non codantes
mais, quelques séquences intéressantes sont li€es physiquement au géne du
récepteur d’éthyléne. Elles sont présentées dans le tableau 4. On peut noter
en particulier que des génes putatifs similaires a des génes exprimés au cours
de la floraison ou pendant le développement du fruit chez d’autres espéces,
mais aussi chez CAN, sont situés dans le voisinage immeédiat de CcEIN4. En
particulier, une recherche Blastn sur les EST de caféier (SOL GENOMICS
NETWORK : http://www.sgn.cornell.edu/tools/blast/) montre des homologies

avec des geénes exprimés pendant le développement du grain de café.

Deux clones montrent une forte similitude avec un marqueur
moléculaire, utilisé pour lidentification de QTLs de résistance a la rouille
orangée des caféiers (Hemileia vastatrix) (n° d’accession AJ318867) (Paiva,J.A.

Non publié). Un géne controlant un facteur de transcription de type ERF/AP2
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Figure 27. Structure du géne ETR2 chez C. canephora. | . Peptide signal
putatif qui dirigerait la protéine vers la voie de sécrétion. Sensor domain :
domaine senseur subdivisé en: M: domaine trans-membranaire et GAF :
domaine conservé mais de role inconnu; Histidine Kinase : domaine Histidine
Kinase, ce domaine est interrompu par un intron de 6352 pb. de phase O;
Receiver : domaine de réponse, posséde le site conservé de phosphorylation

aspartate (D).
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est aussi situé sur ce clone BAC. Ce dernier géne a été amplifié par 'approche

« marche sur le chromosome » et sera présenté plus loin dans ce mémoire.

C. Etude du géne ETR2

1. Amplification de I’ADNc

En utilisant la premiére stratégie pour l'amplification de 1’ADNc
d’ETR2 ; c'est-a-dire avec des amorces spécifiques dessinées a partir d'une
séquence de C. arabica et les amorces universelles T3 et T7, nous avons
amplifié un fragment de 2061 pb a partir de la banque d’ADNc de fruits de C.
canephora. Ce fragment contient la région 3’ terminale de la région codante qui
code pour les 560 derniers acides aminés du récepteur, ainsi que le 3'UTR. En
utilisant I’approche « marche sur le chromosome » sur de ’ADN génomique de
C. canephora et avec des amorces dessinées a partir du fragment isolé
précédemment, nous avons amplifié un fragment de 905 pb qui contenait la
partie manquante en 5’ de la partie codante plus le S’UTR et une portion de la
région promotrice. La séquence totale que nous avons amplifiée (entre ’ADN
génomique et ’ADNc) mesure 2966 pb. Elle contient une ORF de 2283 pb,
codant une protéine de 760 acides aminés, avec un poids moléculaire de 84,13
kDa et une séquence 3’'UTR de 377 pb. La région 5’, amplifiée de ’ADN
génomique comprend 306 pb (figure 27).

Finalement, pour l'analyse de la sur-expression dans les plantes
modeéles, un ADNc pleine longueur, de ’ATG au codon stop, a été amplifié a
partir de ’ADNc monocaténaire synthétisé a partir d’ARN isolés au deuxiéme
stade de développement du fruit chez C. canephora.

La séquence nucléotidique de cet ADNc est a 37,7% et 59,7% identique
a celles de CcETR1 et CcEIN4 respectivement. La séquence du polypeptide
prédit est a 70,5% identique a celle du produit du géene NTHK1 de N. tabacum
et & 68,6% a celui du géne LeETR4 de S. lycopersicum. Le segment N- terminal
de ce polypeptide, correspondant aux domaines transmembranaires plus au
domaine GAF, est conservé. Il a respectivement 77,7% et 75,4% d’identité avec
NTHK1 de N. tabacum et LeETR4 de S. lycopersicum, respectivement. La

figure 13 montre ’'alignement de ces séquences.
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PSE CAN

P1 P2 P3 P4 Cc1 c2

22 cycles

3 Actine

‘ |

25 cycles - — -
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Figure 28. Analyse de l'expression du géne ETR2 par PCR semi quantitative.
Les ARN totaux ont été isolés a quatre stades de développement du fruit chez
C. pseudozanguebariae (PSE) et deux stades chez C. canephora (CAN). La PCR
a été faite en utilisant ’ADNc comme matrice et des amorces spécifiques. La
réaction a été arrétée a différents cycles, tous les 3 cycles a partir du 22éme.

La B actine a été ajoutée comme controle.
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2. Etude de I'organisation du géne

La séquence génomique du géne CCETR2 a été amplifiée a l'aide des
amorces spécifiques préalablement dessinés sur la base de la séquence de
’ADNc. Le géne CCcETR2 ne contient qu'un seul intron. Cet intron a été
séquencé chez trois especes de Coffea (CAN, PSE, DEW). Chez CAN la
longueur totale de lintron est de 652 pb. Il existe un polymorphisme
interspécifique ; lintron mesure 656 pb et 650 pb chez PSE et DEW
respectivement. A ce jour, I’étude de la population de cartographie BCDEW

n’a pas pu aller a son terme.

3. Etude de I’expression de ETR2 chez CAN et PSE

Des RT-PCR semi-quantitatives ont été faites pour étudier ’expression
de ce geéne dans les deux especes CAN et PSE a différentes stades de
développement et de maturation du fruit. Chez CAN, son expression est plus
importante au dernier stade de maturation du fruit, tandis que chez PSE, le
niveau d’expression de ce géne augmente au deuxiéme stade pour descendre
au troisiéme et finalement augmenter significativement au dernier stade. La

figure 28 illustre ces résultats.

D. Etude du Facteur de Transcription CcCERF2

1. Clonage de I’ADNc

Lors du criblage des banques d’ADNc pour la recherche de I’ADNc
correspondant a ETR1, quelques colonies positives ont montré une bande
d’environ 1,4 kb. Aprés séquencage, et analyse par Blast, ces clones
correspondaient en fait a un ADNc qui contréle un facteur de transcription de
la famille AP2/ERF. Un ADNc pleine longueur a pu étre isolé, il a une
longueur de 1317 pb, avec une ORF putative de 987 pb. Le polypeptide prédit
contient 329 acides aminés, sa masse moléculaire est de 36,34 kDa. Ce
polypeptide contient le segment GBD qui reconnait la boite GCC (GCC Binding
Domain) des promoteurs. La séquence en AA est a 98,3% identique a celle de

LeERF2 de S. lycopersicum (Tournier et al., 2003).
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Figure 29. Analyse de l’expression du géne du facteur de transcription ERF2
par PCR semi quantitative. Les ARN totaux ont été isolés a quatre stades de
développement de fruit chez C. pseudozanguebariae (PSE) et a deux stades
chez C. canephora (CAN). La PCR a été faite en utilisant ’ADNc comme matrice
et des amorces spécifiques. La réaction a été arrétée a différent cycles pour

tester 'amplification. L’analyse de la Beta actine a été ajoutée comme controle.
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Nous avons nommé ce géene CCERF2. Il appartient au groupe VII de la
classification faite par Nakano et al., (2006). Une particularité de groupe VII
est que la protéine posséde un domaine conservé dans la région N-terminale ;
le motif MCGGAI(I/L (de fonction inconnue). La description de cet ADNc a fait

l'objet d'une publication (Bustamante-Porras et al., 2005).

2. Etude de I’expression d’ERF2 chez CAN et PSE

Comme pour les autres génes, nous avons analysé par RT-PCR semi-
quantitative I'expression de ce géne aux mémes stades de développement et de
maturation du fruit chez CAN et chez PSE.

Chez PSE, l’'expression de ce géne est basse au premier stade, elle
augmente légérement aux deux stades suivants pour augmenter
significativement au derniére stade de maturation du fruit. Chez CAN,
l'expression du geéne est supérieure au deuxiéme stade. Ces résultats sont

présentés sur la figure 29.

E. Etude du Facteur de Transcription ERF1

1. Clonage du géne CcERF1

Une séquence, résultant de 'assemblage de deux sous clones issus du
BAC portant CcEIN4, a été analysée. Aprés une analyse blast, ce fragment
présente des similitudes avec un géne codant pour un facteur de transcription
de type ERF/AP2. Une marche sur le chromosome a permis d’amplifier le reste
du géne. Un fragment d’environ 1000 pb a été récupéré puis séquence.
L’analyse de la séquence a confirmé qu’elle correspondait a la partie
manquante de la région codante et a la région 5’ de de CcERF1.

La séquence assemblée, contient 758 pb correspondant a la région 5’ ;
705 pb correspondent a la région codante et 849 pb a la région 3’ de CcERFL1.
Le polypeptide prédit contient 234 acides aminés, sa masse moléculaire est de
26,37 kDa. Le domaine caractéristique de cette famille de facteurs de
transcription, le segment GBD (qui reconnait la boite GCC) a été identifié dans

cette séquence protéique.
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ATTACCCTCCTAGGGACTAGTCCTGCAGGTTTAAACGAATTCGCCCTTGT -707
AATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGTAAAC
TTTCCTTCCCACCTAAAATAGGATATATTAGATTATAGGAATGTTATCTT -607
TGCAAAAAAAAAAAATCCTAATTCATTCAAAATAACATGAGGAGTAATTG
TTAACCACCTTGACTGAGGGGTAAAAGGCTTTGGATTAAATAGGGCCACT -507
TGGTCAGCAAAACAATCTCCTATGCTGATACAAAATTTGTGATTGACCCT
GCCACAAAGTGCCAAGTGGACCGGGATAGGAATTGTGATGATTGCGTTGC -407
TATAATAGATTATTAGTTGCCAAATATATCATCAACAATGACGTCACAGA
ACTCTCATGGCCGCCAAGTCCACCGAGTCGTTTGACTCACGTGTCCGTTG -307
ATCTCCAGTTTTCTCCCTAGACCAGAGCAAAGTCTTTCAGGTCCCACTCC
CTACCCCTCAAATGGGACAAAGACCAGAATTCTTTTTTGTGGCCG -207
GACCACAATTTGGTTGGGTTAAAACAATTCCAATTGTATCAATCAAAT
TACTGTTGTCAATGTCGCTGATAAGCTATTTTAATTCCTCCCGTTCGTGT -107
GCCTCGTACCTACTATATAAACGGATAAACCCCGTCTTTGATTTTCAGTT -57
CTAATCGCATTATCTATCGTTGTTCAGTCGTAAACCTTAACAATTTGAAC
TCATTC atg gat tat tca tca ttt ccg cag cat

TATATAAA: TATA BOX
CAAT BoTte CAAT
ANAERO1CONSENSUS., anaérobiose.
CCG LTRE1HVBLT49 "LTRE-1" (low-temperature-responsive element)
ACGTGTC ABRELATERDI1. ABRE. ABA Response Element
TTGAC WBOXATNPR1"W-box'
GCCGCC: GCCCORE. Boite GCC-, “pathogen-responsive genes”
GACGTC: ACGTCBOX "C-box'
CAAGTG: EBOXBNNAPA E-box de napA storage-protein géne de B. napus
TTGACC: ELRECOREPCRP1 EIRE (Elicitor Responsive Element)
GTCGAC: CRTDREHVCBF2."CRT/DRE motif'. réponse a la température.

Figure 32. Séquence promotrice de CCERF1 (756 pb, jusqu’au site d’initiation de la

traduction (ATG)). Dans cette séquence, quelques boites conservées sont montré.
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La séquence en acides aminés est a 53% identique au facteur TSRF1 de
réponse au stress de la tomate. Une analyse phylogénétique montre que ce
facteur de transcription appartient au group IX et au sous-groupe C de la
classification faite par Nakano et al., (2006), (figure 30). Tous les génes inclus
dans ce sous groupe sont impliqués dans les réponses de défense contre des
phytopathogénes. La figure 31 montre l'alignement du domaine AP2/ERF. On
remarque une trés bonne conservation de ce domaine sauf notablement, la

leucine 29 qui est substituée par une isoleucine.

2. Etude de la séquence promotrice du CcERF1

La séquence promotrice isolée, longue de 756 pb, a été analysée in
silico. Une boite TATA (TATATAAA) et une boite CAAT (CAAT) putatives ont été
respectivement localisées a -135 pb et -185 pb du codon d’initiation de la
traduction (ATG). Différents éléments cis potentiels sont présents dans cette
séquence promotrice. Une boite GCC (GCCGCC), un élément EIRE : « Elicitor
Responsive Element» (TTGACC) et une boite W (TTGAC) trouvés dans les
promoteurs de nombreux génes de réponse a des attaques de phytopathogénes
sont également localisés dans cette séquence. Des éléments cis comme
AAACAAA, GTCGA, CCGAAA ; décrits comme étant sollicités en réponse a
l’'anaérobiose et aux basses températures ont été trouvés. L’élément ACGTGTC

de réponse a l'acide abscissique (ABA) est aussi présent (figure 32).

F. Etude de transformants avec les génes de
récepteurs d’éthylene des caféiers

Des plantes d’A. thaliana ont été transformées avec les séquences
codantes de CCETR1 et CcEIN4, en orientation sens ou antisens, sous le
controle du promoteur 35S du CaMV. Une dizaine de lignées T2 d’A. thaliana
résistantes a ’hygromicine et représentant des événements de transformation
indépendants ont été retenues pour chaque construction génique. Les plantes
transformées ont été testées sur milieu %2 MS supplémenté avec différentes
concentrations de NaCl, sucrose, ACC. Les résultats préliminaires de 1’analyse

de ces transformants sont donnés ci-dessous.
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Tableau 5. Croissance racinaire de plantes d’Arabidopsis transformése, avec
les génes CCETR1 ou CcEIN4 en orientation sens ou antisens sur milieu a

salinité croissante. L’écotype Columbia non transformé est utilis€ comme

témoin.

Transformant Longueur racine Longueur racine

50 mM NacCl 100 mM NacCl

Columbia 0 14,800 £ 8,702 13,333 £ 3,983

CcETR1 Sens 15.250 £ 10,935 11,676 = 8,845

CcEIN4 Sens 20.125 + 10,102 11,156 £ 7,171

CcETR1 Anti Sens 31.860 = 13,094 13,472 £ 6,482
CcEIN4 Anti Sens 40.857 + 11,629 20,412 £ 10,148

Longueur de la racine (mm)

EIN4 A.S 1/2
EIN4 A.S 2/5

EIN4 A.S1/1
EIN4 A'S 2/2
ETR1A.S2/3
ETR1AS7/1
ETR1A.S 21
ETR1AS 3/2
EIN4 S 9/1
EIN4 S 10/1
EIN4 S 8/1
EIN4 S 1/1
ETR1S9/1
ETR1S 5/1
Col 0

ETR1 S 10/1
ETR1S 8/1
E3ocw

@100 mM ®E 50 mM

2300~

Lignés Arabidopsis transformés

Figure 33. Croissance racinaire moyenne de différentes lignées d’Arabidopsis
transformés avec CcETR1 ou CcEIN4 en orientation sens S ou antisens AS,
L’écotype Columbia non transformé est utilisé comme témoin (Col 0).
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Figure 34. Plants de tabac transgéniques transformés avec CCETR1 en

orientation sens. Détail de la fleur sans étamines.
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1. Analyses de la sur-expression de CcCETR1 et CcEIN4 chez A.

thaliana

Les plantules étiolées d’Arabidopsis qui sur expriment CCETR1 ou
CcEIN4 perdent l'orientation verticale en absence d’é¢thyléne et montrent un
gravitropisme anormal. Cette caractéristique est similaire a celle présentée par
les mutants insensibles a l’éthyléne. Cependant, en présence de cette
hormone, les plantes transformées montrent un phénotype sauvage restaure,
caractéristique de la triple réponse. Tout laisse croire qu’elles se comportent

comme des plantes insensibles aux basses concentrations d’éthyléne.

2. Analyses de la suppression de CcETR1 et CcEIN4 chez A.

thaliana

Les plantes transformées avec la construction CCEIN4, et dans une
moindre mesure CCcETR1, en orientation anti-sens, montrent une tolérance a
la salinité a 50 et 100 mM de NaCl. Le tableau 5 donne les valeurs de la
croissance des racines des plantules mises en culture dans ces conditions. La

figure 33 illustre la croissance racinaire de différentes lignés transformeées.

3. Analyses de la sur expression de CcETR1 chez N. tabacum

Des plants T1 de N. tabacum transformées avec la construction 35S ::
CcETR1 en orientation sens et résistantes a l’antibiotique, ont donné un
résultat positif par PCR quant a la présence du géne d’intérét. Ces plantes
exhibent un phénotype normal en apparence jusqu’a la floraison. Les fleurs
par contre n’ont pas d’é¢tamines, elles sont donc male stériles. La figure 34
illustre ce phénotype. La récupération de graines issues de ces plantes
nécessitera la réalisation de croissements et donc le maintient du transgéne a

I’état hétérozygote.
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DISCUSSION

Les travaux décrits dans ce mémoire ont été réalisés dans le cadre d’'un
projet portant sur l'amélioration de la qualité du café boisson. Pour bien
comprendre certains déterminismes génétiques liés a cette qualité, nous avons
étudié quelques génes impliqués dans la cascade du signal de transduction
induit par ’éthyléne chez les caféiers. Les génes étudiés controlent quelques
récepteurs d’éthyléne et des facteurs de transcription qui interviennent a la fin
de la cascade du signal de traduction de 1’éthyléne et qui activent d’autres
génes en réponse a cette hormone. Nous avons isolés ces génes et étudié leur
organisation. Nous avons établi leur caractérisation moléculaire et analysé
leur expression pendant le développement et la maturation du fruit. Nous
avons aussi entrepris I’étude de la diversité génétique intra et interspécifique,
ainsi que 'étude de la ségrégation de certains de ces génes dans différentes
populations issues de back-cross. La localisation sur certaines cartes
génétiques disponibles et des relations entre un des récepteurs d’éthyléne et
des caractéristiques agronomiques et biochimiques ont été établies.

C’est la premiére fois que ce type de génes est décrit chez les caféiers.
Pour éviter d’ajouter a la confusion, nous avons adopté une nomenclature
basée sur les similitudes trouvées avec les génes correspondants chez
Arabidopsis thaliana, bien qu’ils soient souvent plus similaires a ceux des
solanacées comme ceux de : Petunia hybrida, Solanum lycopersicum ou

Solanum tuberosum.

A.- Le gene ETR1 chez les caféiers

ETR1 est le récepteur d’éthyléne le plus étudié chez les plantes. Le géne
qui le contréle a été le premier géne de récepteur isolé chez Arabidopsis. Il
semble étre le plus complexe parmi les trois génes que nous avons étudiés
chez les caféiers. Le nombre et la position des introns sont conservés par
rapport aux autres espéces chez lesquelles la structure du géne a été décrite
(Arabidopsis et pécher). Ce géne, présent sous la forme d’une seule copie dans

le génome de CAN, posséde cing introns dans la région codante et un intron
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additionnel qui interrompt une petite ORF localisée dans la région S'UTR du
transcrit primaire. La taille et la séquence des cing premiers introns (celui de
la région S’UTR et les quatre premiers de la région codante) sont trés similaires
entre les espéces de caféiers étudiées, le cinquiéme intron, le plus long, par
contre varie en taille et en séquence entre les espéces. La différence de taille

est due a des insertions ou délétions (indels) dans ces séquences.

1. Diversité génétique d’ETR1 chez les caféiers

Grace au polymorphisme observé dans le dernier intron du géne, nous
avons étudié la diversité intra et interspécifique dans le genre Coffea. Chez C.
arabica, il est possible d’amplifier par PCR deux bandes de taille différentes
(espéce tétraploide). La séquence correspondant a la bande la plus courte est a
99,5% identique a celle de C. canephora. Par contre, la bande la plus longue a
une séquence identique a 99,3% a celle de C. eugenioides. Ce résultat va dans
le sens de l'origine proposée pour les deux génomes parentaux de C. arabica, a
savoir, C. canephora et C. eugenioides (Lashermes et al. 1999). Cependant la
question de l'origine de 'autofertilité de C. arabica demeure, en effet les deux
espéces précédentes sont toutes deux allogames. Par contre seules deux
espéces diploides sont auto compatibles, C. heterocalix et C. moloundou. 11 se
trouve que la deuxiéme bande observée chez C. arabica, est a 98,8% identique
a celle de C. moloundou. Bien que ce résultat soit insuffisant pour mettre en
doute l'origine de l’espéce tétraploide C. arabica, il serait sans doute
intéressant de faire une étude comparative du mécanisme d’auto
compatibilité chez C. moloundou et C. arabica.

Parmi les autres espéces observées, toutes diploides, une grande
conservation des séquences a été remarquée, que ce soit dans les parties
codantes (exons) ou dans les parties non codantes (introns). Mémes les
séquences introniques sont quelquefois identiques a 100% entre espéces
pourtant éloignées (C. canephora et C. pseudozanguebariae). Le fait que ces
génes soient tant conservés, montre importance de la fonction de récepteur
d’éthyléne. Par ailleurs, 1’éloignement phylogénétique déterminé sur d’autres
criteres (Lashermes et al., 1997; Cros et al., 1998) ne semble pas se retrouver
au niveau de ce geéne. Il est méme surprenant de trouver une telle

conservation pour une fonction qui pourrait étre complémentée, ou
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compensée, par d’autres récepteurs en cas de mutations déléteres (Tieman et
al., 2000). 11 faut noter cependant que chez CAN, CcETR1 est assez éloigné des
autres génes de récepteurs identifiés, bien que certains auteurs considérent
que tous ces geénes sont membres d’'une méme famille multigénique (Hua et
Meyerowitz, 1998).

Le polymorphisme interspécifique identifié au sein du genre Coffea,
nous a permis d’effectuer des analyses de ségrégation. En analysant la
descendance du back-cross [(PSE x DEW) x DEW], nous avons pu montrer que
les alléles ETR1 présents sont liés de manieére significative a plusieurs
caractéres agronomiques et biochimiques : la durée du cycle de fructification,
la durée de maturation de ’albumen, le poids de 100 grains (P100) la teneur
en caféine et celle en 3 CQA et 3,5 DiCQA. Malheureusement, dans ce méme
back-cross la liaison avec des marqueurs moléculaires cartographiés n’est pas
assez pertinente pour permettre de placer ce géne sur la carte génétique et
définir ainsi des QTL. Dans d’autres populations en ségrégation, par exemple
dans la descendance des back-cross [([CAN x HET) X CAN] et [(LIB x CAN) X
CAN], il nous a été possible de situer ETR1. sur les cartes génétiques
correspondantes mais malheureusement, ces populations n’ont pu étre
analysées pour des caractéres agronomiques et biochimiques (Coulibaly et al.,

2003) ; (N'Diaye et al., 2005).

2. Possible régulation post transcriptionelle d’ETR1 chez

les caféiers

L’analyse des niveaux d’expression d’ETR1 a différentes stades de
développement et de maturation du fruit, montre que ce géne est
uniformément exprimé pendant les différents stades observés. Ce résultat
indique que trés probablement le récepteur codé par ce géne maintient un
niveau de base de perception de 1’éthyléne pendant le développement du fruit
et qu’il ne joue un réle principal ni dans les processus de maturation ni
pendant la crise climactérique du fruit de caféier.

L’analyse de différents transcrits isolés chez PSE et CAN a différent
stades de développement du fruit ainsi qu’a partir de la banque d’ADNc de
fruits, indiquent qu’il existe sans doute une régulation post-transcriptionnelle

complexe de 'expression de CcETR1 :
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Trois clones d’ADNc pleine longueur isolés se différencient par la
taille de leur région 3’'UTR. Ceci indique qu’ls possédent des
sites de polyadénylation alternatifs et que les transcrits qui en
résultent peuvent se différencier par leur stabilité et donc leur
aptitude a étre traduits.

La région 5’'UTR renferme un court cadre de lecture susceptible
de coder un petit polypeptide (upstream Open Reading Frame :
UuORF). Cette uORF est interrompue par un intron conservé chez
quelques espéces de Coffea. Cette uORF et son intron peuvent
interagir de différentes maniéres avec l’expression du géne. Au
niveau de la maturation du transcrit primaire, un intron situé en
S’ peut avoir un effet activateur de l’expression génique (Plesse
et al., 2001) alors qu’au niveau de la traduction, une uORF peut
provoquer une interaction avec la fixation des ribosomes qui
résulte en une entrave a la traduction (Mize et al., 1998).
L’analyse des amplicons obtenus par RT-PCR sur des ARN
purifiés a différents stades de développement du fruit, montre
des transcrits de taille différente. Ces résultats suggérent
quETR1 connait des épissages alternatifs résultant chez C.
canephora en des transcrits susceptibles d’étre traduit en des
récepteurs tronqués, manquant de leur domaine receveur, ou
dans le cas de PSE en de nombreux transcrits dont certains ne
pourraient conduire a des protéines fonctionnelles. Ce qui dans
ce cas fait plus penser a une déficience du spliceosome en plus
d’'un possible épissage alternatif. Cette possible déficience du
spliceosome chez PSE est supportée par les résultats obtenus par
Caillieux, (2004) sur des geénes codant pour des N-

Méthyltransférases impliquées dans la biosynthése de la caféine.
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B.- Le gene EIN4 chez les caféiers

1. CcEIN4, un gene a la structure moins complexe

Nous avons appelé EIN4 le deuxieme géne de récepteur d’éthyléne
étudié chez les caféiers par analogie avec les génes d’Arabidopsis mais son
ADNCc isolé a partir de la banque d’ADNc de fruits de C. canephora, montre une
plus grande similitude avec les séquences correspondantes de Solanacées,
comme LeETRS5 de la tomate.

La structure du géne, une fois établie, ne montre la présence que dun seul
intron. Cette structure est également celle du géne EIN4 d’Arabidopsis et de
tous les orthologues isolés jusqu’a présent a partir de différentes espéces. Cet
intron, avec 2045 pb de longueur dans le génotype de CAN que nous avons
étudié, n’a pas été trouveé trés variable parmi les espéeces de caféiers étudiées.
Ces résultats réaffirment l'importance de la fonction de récepteur d’éthyléne.
Méme si leur fonction peuvent complémentées chacun a wun profil
d’expression spatio-temporelle spécifique, ce qui montre leur particularité et le
fait que chacun d’eux soit essentiel au bon fonctionnement du métabolisme.
Ceci pourrait expliquer la grande conservation de ces génes au travers de
I’évolution.. Cependant, il renferme un polymorphisme d’indels suffisant qui
nous a permis de le placer sur la carte génétique du back-cross [(CAN x HET)
x CAN]. Ce géne a été placé sur le méme groupe de liaison que le locus S
d’auto-compatibilité identifié par Coulibaly et al., (2002). Ce résultat est
particuliérement intéressant car il a été montré que 1’éthyléne pourrait jouer
un role dans l'auto incompatibilité gamétophytique (Kovaleva et Zakharova,
2003). 11 est possible que CcEIN4 joue un rdle dans la transmission du signal
qui active un ou des facteurs de transcription qui eux-mémes en combinaison
avec I’ABA et des cytokinines régulent ce mécanisme d’auto incompatibilite,
que ce soit la germination ou la croissance du tube pollinique. Cependant, les
deux locus sont trés éloignés sur la carte génétique BCDEW et aucune
assimilation entre les deux fonctions ne peut étre établie. De plus, sur une
autre carte génétique, celle issue de la descendance du backcross BCHET,
EIN4 et S ne sont plus sur le méme groupe de liaison se qui confirme bien qu’il
s’agit de deux locus distincts et €loignés génétiquement. On peut juste se

demander s’il ne s’agit pas la d’'une trace de I’évolution et qu'une fonction ait
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Figure 35. Expression de LeETR4 et LeETRS5 dans les fruits, fleurs et tissus
végétatifs chez la tomate. D’aprés ((Tieman et Klee, 1999).
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dérivée de 'autre par duplication de cette région chromosomique.

L’expression d’EIN4 dans les fruits de caféiers est en concordance avec
le profil d’expression de son homologue LeETRS5 (figure 35) chez la tomate.
L’expression de ce géne augmente au deuxiéme stade de développement pour
diminuer au troisiéme (50 jours aprés 'anthése) et de nouveau augmenter au
dernier stade (Tieman et Klee, 1999). Chez la tomate les différents stades de
développement et de maturation correspondent a des fruits a 30, 40, 50 et 58
jours apres la floraison (immature, mature vert, orange et mature rouge,
respectivement) Ces stades chez les fruits de tomate correspondent
approximativement aux 4 stades observés chez PSE. Les deux stades de CAN
correspondent eux aux stades 2 et 4 de la tomate. Il est possible que lors de la
maturation, au moment du changement du system I au system II, il existe une

pause. A ce moment, il semble que le fruit se prépare a la crise climactérique.

2. Le promoteur de CcEIN4 serait fleur et graine spécifique

La séquence promotrice du géne CCEIN4 analysée in silico montre la
présence de plusieurs boites TATA potentielles mais une seule boite CAAT.
Une seule des boites TATA se situe en aval de la boite CAAT comme c’est en
général le cas dans les promoteurs d’eucaryotes. Cette séquence promotrice
est caractérisée par la présence d’une boite trés conservée et caractéristique de
la réponse a l'éthylene (AATTCAAAA). Cette boite est similaire a celle trouvée
dans le promoteur du géne « fruit ripening » LeE4 de la tomate (Montgomery et
al., 1993). On trouve aussi des €éléments Cis activateurs ou qui conféreraient
une spécificité tissulaire a l'expression de ce géne comme trois fois 1’élément
AGAAA, qui active l'expression spécifique dans le grain de pollen du geéne
« lat52 », de la tomate mais qui seul ne peut conférer cette spécificité (Bate et
Twell, 1998). On trouve aussi un autre élément activateur de méme type
(AGGTCA) décrit dans le promoteur pollen spécifique du géne ZM13 du mais.
Cet élément active 'expression spécifique dans le grain de pollen mais ne peut
assureé cette spécificité d’expression (Hamilton et al., 1998).

Un autre élément, le «RY-repeat» (CATGCA) a aussi été identifié trois
fois. Cet élément décrit dans la promoteur du géene LeB4 qui code pour une
légumine de la féve, confére la spécificité d’expression dans les grains
(Baumlein et al., 1992), Il a ensuite été décrit et sa fonction a été précisée dans

plusieurs promoteurs graines spécifiques comme dans le promoteur du geéne
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napA de B. napus (Ezcurra et al., 1999). On trouve également la boite « cereal
glutenin » élément activateur graines spécifique rencontré dans le promoteur
du géne LegA du petit pois.(Shirsat et al., 1989) mais cet élément se situe en
aval de la boite TATA et juste avant le début de notre clone d’ADNc dont nous
ne savons pas sil correspond au site réel d’initiation de la transcription. Il
arrive de trouver des €léments cis régulateurs en aval de la boite TATA et
méme en aval du site d’initiation de la transcription. On les désigne alors sous
le terme d’éléments de promoteur en aval ou « downstream promoter element
(DPE) » mais de tels éléments n’ont été décrit que chez les animaux (Burke and
Kadonaga, 1997) ou chez des retrotransposons de type LINE chez les plantes
(Ohta et al., 2002).

Une autre classe d’éléments identifiés dans la séquence promotrice
d’EIN4 concerne des éléments de réponse a des stress biotiques ou abiotiques.
De tels éléments sont : le motif GT-1 (GAAAAA), trouvé 4 fois, un site de
reconnaissance des facteurs MYC et un des facteurs MYB. La présence de ces
derniers €léments laisse supposé que l'expression de CCEIN4 pourrait étre
inductible.

La fonctionnalité de tous les éléments décrits ici n’est pas prouvée dans
le cas de notre promoteur. Nous nous permettons de faire une analogie avec le
géne LeETRS5 de la tomate dont il est le plus proche. Bien que la spécificité de
ce promoteur n’ait pas été étudiée en détail et quune comparaison de
séquence ne soit pas possible, il est intéressant de noter que ce géne est plus
exprimé dans les fleurs et dans les fruits que dans les organes végétatifs.
Aucune étude n’a été faite sur sa réponse aux stress mais il est aussi plus
exprimé au niveau des racines, organe souvent stressé du fait du milieu

hostile dans lequel il se développe (Tieman et Klee, 1999)

C.- Le géne ETR2 chez les caféiers

1. CcETR2. Un géne de structure simple et conservée,
hautement exprimé pendant la maturation des grains de

café

Le troisieme géne de récepteur d’éthyléne que nous avons étudié chez

les caféiers, est CCETR2. La séquence d’ADNc pleine longueur, isolée a partir
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de la banque de fruit de C. canephora a une similarité trés forte avec les génes
correspondants isolés chez les Solanacées.

L’analyse de la séquence génomique chez plusieurs espéces du genre
Coffea, montre une structure conservée avec un seul intron lui-méme trés peu
polymorphe. Ce polymorphisme réduit n’a pas permis d’en faire la
cartographie sur les cartes génétiques disponibles. Celle-ci pourrait cependant
étre entreprise par une approche SNP. La comparaison de la séquence de
CcETR2 avec le LeETR4 chez la tomate indique une forte homologie et suggére
qu’ils dérivent probablement d'un ancétre commun. Tout comme pour ETR1,
la trés bonne conservation de ce géne parmi les espéces que nous avons
analysées, indique sans doute I'importance de la fonction qu’il contréle.

Au niveau de son expression, ce gene est difféerent de ceux d’autres
récepteurs identifiés chez les caféiers. Son niveau d’expression diminue au
troisiéme stade (comme pour CCETR1 et CcEIN4), puis il remonte de maniere
significative au dernier stade de maturation, c'est-a-dire pendant la crise
climactérique. Ce récepteur est le meilleur candidat pour assurer Ila
transmission du signal de I’éthyléne pendant cette phase pour activer les
génes des facteurs de transcription de type AP2/ERF qui a leur tour activent
les génes de la maturation du fruit

Chez la tomate, 'expression de LeETR4 est induite par l'infection par
des pathogénes (Ciardi et al., 2000). L’homologue de CcETR2 chez C. arabica a
été identifié dans une banque soustraite entre arbres sains et infectés par
Hemileia vastatrix, ’agent de la rouille orangée. Il est possible que ce récepteur

soit impliqué dans la réponse aux attaques de pathogénes chez les caféiers

D.- Les genes de facteurs de Transcription de type
AP2/ERF isolés chez les caféiers

1. CcERF2 est hautement exprimé pendant la maturation du

fruit

Cest un peu par hasard que le géne codant pour le facteur de
transcription CCERF2 a été isolé pendant le criblage de la banque d’ADNc de
fruit de C. canephora alors que nous essayions d’isoler CCETR1. La similitude
de séquence n’est pas trés bonne, environ 33% d’identité entre les deux ADNCc,

ce qui est peine au-dessus de la similitude aléatoire ?.
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Dans l’article publié au cours de cette thése (Bustamante et al., 2005),
nous avons montré la similitude d’ERF2 avec d’autres ADNCc de facteurs de
transcription agissant dans la graine (Fagus silvatica) ou dans les fruits (S.
lycopersicum et Prunus armeniaca) ou encore qui sont impliqués dans la
différentiation cellulaire (S. tuberosum ).

LeERF2 est plus fortement exprimé dans les fruit muars de tomate
(Tournier et al., 2003) . Dans notre étude, nous avons montré qu’ERF2 chez
PSE et chez CAN est aussi fortement exprimé pendant la maturation du fruit,
c'est-a-dire, pendant la crise climactérique.

Dans sa région N-terminale le polypeptide prédit CcERF2, posséde la
boite MCGGAII/L. Cette boite,est conservée chez LeERF2;, il est donc
fortement probable que CcERF2 appartienne au groupe VII décrit par Nakano
et al., (2006). Les membres de ce groupe sont clairement différencié dans
l'arbre phylogénétique montré par Bustamante et al., (2005). Les facteurs de
transcription de ce sous-groupe sont impliqués dans la cascade de
transduction déclanchée par l'éthyléne (peut étre en relation avec d’autres
signaux) qui finalement induit ’expression d’autres génes impliqués dans le
processus de différentiation cellulaire, la maturation des fruits ou le
développement de la graine. L’interaction avec d’autres signaux est trés
probable car Tournier et al., (2003) indiquent que 'expression du géne LeERF2
n’est pas affectée par I’éthyléne. Une analyse détaillée du promoteur, de ce
géne apporterait sans aucun doute de précieuses informations pour la

compréhension de son mode de régulation.

2. CcERF1, un géne induit par des stress 2

Le facteur de transcription CCERF1 est similaire au « facteur de réponse
au stress » de la tomate (Tomato Stress-responsive factor). Ces deux facteurs
appartiennent au méme sous-groupe IX défini par Nakano et al., (2006) et
posseédent des domaines conservés qui ont été décrits dans le facteur ERF1
d’Arabidopsis, et dans Pti5 de la tomate. Les geénes de ces facteurs de
transcription sont activés par les attaques de pathogénes.

Dans la région promotrice du géne de ce facteur on trouve en particulier
une boite GCC, ce qui laisse supposer qu’il pourrait étre activé par d’autres

facteurs de transcription du type AP2/ERF. D’autres boites, trouvées dans les
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promoteurs de génes activés par des attaques de pathogénes, se trouvent
aussi dans sa région promotrice. De méme, dans cette région des €léments cis
impliqués dans la réponse induite par des stress environnementaux de types
anaérobie ou basse température. La présence de tous ces éléments cis laisse
penser que l'expression de CCERF1 est sans doute induite en particulier par

les stress.

E.- Transformation génétique

1. Transformation avec les constructions géniques en

orientation anti-sens

Il s’agit ici de discuter des résultats préliminaires pour lesquels encore
de nombreuses vérifications moléculaires sont nécessaires. Cependant comme
un phénotype particulier a été observé pour toutes les lignées pouvant pousser
sur un milieu contenant 'agent de sélection, il nous a paru intéressant de le
relater.

Des lignées T2 d’Arabidopsis n’ont été obtenues que pour les
constructions anti-sens de CcETR1 et de CcEIN4. Toutes les lignés T2
résistantes a l’hygromycine, montrent différents degrés de tolérance a la
salinité (tableau 5).

Zhao et Schaller, (2004) ont montré que chez Arabidopsis, I'expression
d’ETR1 diminue en présence de NaCl.

Les récepteurs d’éthyléne fonctionnent comme des régulateurs négatifs
de la cascade de transduction du signal éthyléne. Une diminution du nombre
de molécules de récepteur provoquée par le «silencing» du géne
correspondant, peut sensibiliser la plante a répondre a de faibles quantités
d’éthyléne. Dans de telles conditions, de molécules de CTR1 pourraient se
débloquer ce qui activerait la synthése du régulateur membranaire positif
EIN2 et plus bas dans la cascade, celle des facteurs de transcription EIN3 et
« EIN3 like» qui eux-mémes activent des genes d’autres facteurs de
transcriptions de type DRE ou AP2 qui controlent des génes de réponse aux

stress et en particulier a la salinité. Toute cette cascade d’événements
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expliquerait pourquoi le phénotype de tolérance a la salinité est observé chez
de telles plantes transformées. La construction anti-sens EIN4 serait plus
efficace dans sa capacité a éteindre l'expression du géne correspondant, et
peut-étre celle d’autre membre de la famille des récepteurs a Histidine kinase,
que la construction anti-sens ETR1. En fait on se trouverait dans une situation
équivalente a celles des mutants « loss of function ». Nous avons utilisé dans ces
expériences de «silencing » la séquence pleine longueur des ADNc, ce qui
pourrait altérer le fonctionnement d’autres génes présentant une certaine
similitude de séquence mais aucun phénotype évident de déficience, ou de

quelconque aberration, n’a été observée chez ces plantes.

2. Transformation avec les constructions géniques en

orientation sens

Des plantes transgéniques T2 d’Arabidopsis sélectionnées sur
hygromycine et qui ont été transformées avec des constructions sens des
génes CCETR1 ou CcEIN4 perdent l'orientation verticale lorsqu’elles poussent a
lobscurité et se comportent comme des plantes qui ne synthétisent pas
d’éthyléne ou qui sont insensibles a de faible dose de cette hormone. Golan et
al. (1996) ont montré que le mutant insensible a 1’éthyléne ein2, montre a
lobscurité un phénotype similaire mais moins prononcé. Le méme phénotype
est observé sur des plantules éclairées par de la lumiere rouge (Liscum and
Hangarter, 1993). Dans ces conditions de lumiére rouge, les plantules de petit
pois produisent moins d’éthyléne (Steed et al., 2004).

Ces résultats nous permettent de penser qu’a I’obscurité les plantules
d’Arabidopsis qui sur-expriment les génes des récepteurs d’éthyléne CcETR1
ou CcEIN4 bloquent tout ou partie de la cascade de transduction du signal
éthyléene. Ce blocage pourrait s’expliquer par un fort déséquilibre
steechiométrique entre les molécules d’é¢thyléne, de récepteur et de CTRI1
présentes dans la cellule. La surexpression de CCETR1 conduisent a une
surabondance de récepteurs d’éthyléne, qui se trouveraient bien plus
nombreux que les molécules d’éthyléne présentes du fait d'une synthése
résiduelle. Ce grand nombre de récepteurs n’ayant pas fixé d’éthyléne entraine

la présence d’un grand nombre de CTR1 dans leur état actif. Ce grand nombre
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de molécule de régulateur négatif bloquerait toutes les molécules EIN2
présentes et donc le reste de la cascade. Le peu de CTR1 désactivés par la
fixation de quelques molécules d’é¢thyléne, ne suffiraient pas a amorcer la
cascade a cause du trop grand nombre de CTR1 actifs qui produisent un effet
contraire. Il en résulte donc un phénotype équivalent a celui montré par des
plantes insensibles a l'’¢thyléne a l’'obscurité. En présence d’ACC dans le
milieu, ce phénotype disparait ce qui va dans le sens de notre hypothése, car
en présence d’ACC la synthése d’éthyléne augmente et il devient alors possible
a cette hormone de se fixer sur les sites de récepteurs présents et donc
entrainer la désactivation des CTR1 ce qui rend de nouveau la cascade de
transduction active.

Méme si nous n’avons pas encore de preuves moléculaires de la
surproduction de récepteur dans nos plantes transgéniques, le fait qu'une
dizaine de lignées indépendantes, résultant donc d’événements de
transformation indépendants, montrent le méme phénotype et aient le méme
comportement en présence d’ACC, nous laisse croire que ces protéines sont

bien suraccumulées dans ces plantes.

3. Surexpression des genes de récepteur d’éthylene dans N.

tabacum

Comme pour Arabidopsis, nous n’avons pas de données moléculaires
concernant des plantes de tabac transgéniques transformées avec CcETRI.
Des plantes T1 de N. tabaccum ont été produites trés peu de temps avant la
soutenance et ont fleuri durant la rédaction de ce manuscrit. Nous pensons
que dans cette situation aussi le phénotype observé sur plusieurs plantes
obtenues indépendamment est assez intéressant pour étre commenteé.

Toutes les plantes de tabac sélectionnées sur hygromycine, ’agent de
sélection utilisé pour ces transformations, et transformées avec CCETR1 en
orientation sens, sont males stériles. En effet leurs fleurs ne possédent pas
d’étamines.

I1 n’est pas facile d’expliquer le mode d’action du produit du transgéne,
en l'occurrence le récepteur ETR1. La séquence codante est sous le controdle
du promoteur 35S, elle est supposée donc étre exprimée constitutivement.

Comme pour Arabidopsis surexprimant CCETR1, les plantes transgéniques de
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tabac surexprimant ce méme géne se comporteraient comme des mutants
insensibles a I’éthyléne. Au moment du développement des étamines, cette
insensibilité bloquerait la transmission du signal éthyléne dans la cascade de
transduction. Ce blocage perturberait la transcription d’autres génes, comme
ceux des récepteurs de cytokinines ou de gibbérellines bloquant ainsi le
développement normal des étamines.

La transformation de plants avec le géne muté d’Arabidopsis etrl-1
confeére d’insensibilité dominant a I’éthyléne (Wilkinson et al., 1997; Knoester
et al., 1998). Ces derniers auteurs, ont transformé le tabc, en utilisant la
séquence génomique d’etrl-1 avec son promoteur. Ces transformants ne
montrent pas de fleurs anormales. Le géne CmERS1/H70 muté, qui induit
I'insensibilité a 1’éthyléne, a été introduit chez le tabac sous le contrdle du
promoteur 35S du CaMV. Les plantes transformées produisent moins de
pollen et présentent des anormalités au cours du développement des gametes
males (Takada et al., 2006). Notre travail représente la premiére évidence de
I’'absence compléte d’étamines dans des fleurs de tabac qui surexpriment un
géne de récepteur d’éthyléne. Il reste cependant nécessaire de compléter ces
analyses car l’hypothése que l'absence d’étamines puissent étre du a la
sélection des graines transformées sur hygromycine ne peut étre totalement

€écartée.
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PERSPECTIVES

Apres avoir caractérisé moléculairement les génes de trois récepteurs
d’éthyléne chez C. canephora, nous en avons analysé la diversité génétique
dans différentes espéces représentatives du genre Coffea. Bien entendu cette
caractérisation doit étre achevée, en particulier en ce qui concerne les
séquences promotrices dont 1’analyse in silico doit étre compléter par une
analyse in vivo. Pour compléter I’étude des modes de régulation de 'expression
de ces geénes, en particulier de CCETR1, une étude plus détaillée du réle des
séquences régulatrices potentielles (5'uORF avec sont intron, 5éme intron, sites

alternatifs de polyadénilation, épissage alternatif) pourrait étre entreprise.

Les études d’expression de ces différents génes, incluant ERF1 et ERF2,

en particulier dans des conditions différentes.

Un projet ANR basé sur la construction dune puce ADN en
collaboration avec Nestlé a été accepté et devrait commencer courant 2007.
Cette puce contenant environ 13.000 unigénes de café, sera utilisée, entre
autres, avec des cibles provenant de différents tissus du fruit et de la graine
(endosperme, périsperme, péricarpe), y surveiller 'expression des génes de
récepteurs et de ceux dont l'expression est dépendante, sera bien évidement

d’un grand intérét.

Nous cherchions a savoir si ce type de fonction pouvait étre lié a des
caractéres intervenants dans la détermination de la qualité a la tasse du café.
La possible relation d'un des récepteur étudié, ETR1, avec des caractéres
agronomiques comme le temps de fructification, le poids de 100 grains la
teneur en caféine et en acides hydroxycinnamiques ou acides chlorogéniques,
a été mise en évidence mais celle-ci doit étre affiné. En particulier il faut savoir
si c’est le géne lui méme qui est impliqué dans cette différence ou s’il n’est
qu'un marqueur d’'une région génomique qui contient a proximité d’ETR1 un
(ou des) autre géne qui lui intervient sur ces caractéres. La cartographie
génétique est donc a préciser, sur la carte PSE-DEW, car certains QTL y ont
été définis, mais face aux difficultés rencontrées pour renouveler le matériel
végétal, il serait bon aussi de placer ce géne, et les autres aussi, sur une carte

consensus associant un maximum de marqueurs et de QTL. Une telle carte

73

v


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

3 CIE 20 using
[ BCL easyPDF
Printer Driver

Cliek kurs 1o puichass & licanze 1 te iz image


http://www.pdfonline.com/easypdf/?gad=CLjUiqcCEgjbNejkqKEugRjG27j-AyCw_-AP

pourrait étre proposée par le réseau international « International Coffee
Genome Network » (ICGN) qui vient de se mettre en place. Il sera utile d’établir
si ces génes peuvent servir, et avec quelle confiance, de marqueurs dans des

programmes d’amélioration utilisant la sélection assistée par marqueurs.

La cartographie physique du geéne CcEIN4 a été débutée, il serait
intéressant de connaitre le voisinage immédiat de ce géne, en effet les résultats
préliminaires montrent qu’il s’agit d'une région riche en séquences
potentiellement codantes et que des relations fonctionnelles, comme avec le
géne CCERF1, peuvent étre identifié. Ayant accés a la banque BAC du Cirad, ce
travail devra étre répété pour les autres génes décrits dans cette thése. Cette
cartographie physique permettra également de confirmer lintégralité des

séquences dont nous disposons surtout pour les régions 5’ et 3.

Nous avons tenté de faire une étude de complémentation fonctionnelle
du triple mutant d’Arabidopsis « triple loss of function » muté aux geénes
Atetrl, Atetr2 et Ateind par les geénes de nos trois récepteurs.
Malheureusement, les graines que nous avons recues de M. Meyerowitz
n’étaient pas celles du triple mutant rendant cette étude impossible. Nous
avons du nous rendre a cette évidence, confirmée par les collaborateurs de
Meyerowitz, qu’aprés plus de trois mois d’efforts et d’incompréhension. Quoi
qu’il en soit, s’il est possible d’avoir accés a ce triple mutant cette étude devrait
étre entreprise, afin de confirmer sans ambiguité les fonctions des produits

codés par nos geénes.

Les expériences de transformations n’ont fait que débuter, en
particulier plusieurs constructions géniques, incluant des génes rapporteurs
sous le controle des promoteurs isolés durant ce travail, ont été introduites
dans la tomate (S. lycopersicum var Money Maker et Wval06). Ces plantes
viennent juste d’étre produites et aucune analyse n’a pu encore étre entreprise
sauf des PCR de vérification de présence des transgénes. Ces plantes
donneront une premiére indication des spécificités spatio-temporelles des
promoteurs utilisés. De méme les plantes transgéniques de tabac et de tomate
contenant les génes de récepteurs eux-mémes en orientation sens ou antisens
doivent étre analysées plus en détails. La photo de la page opposée montre ces
tomates transgéniques obtenues en collaboration avec le laboratoire de

Génétique et amélioration des Fruits et des légumes de I'INRA Avignon.
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ERFs (Ethylene-Responsive Element Binding Factors) are members of a transcription factors family
unique to plants. They contain a well-conserved segment, which interacts specifically with sequences
containing AGCCGCC motifs (GCC box) located in the promoter region of genes activated during biotic
or environmental stress in plants. A cDNA corresponding to an ERF gene has been isolated from a
Coffea canephora fruit cDNA library. The cDNA was 1,317 nucleotides long and has an open reading
frame of 987 bp. The predicted polypeptide showed a great similitude with equivalent proteins from
others plant species. The binding domain shows 98.3% identity in amino acids sequence with
Lycopersicon esculentum ERF. This transcription factor may possibly be involved in differential cell
growth or in fruit ripening process. Although it was not possible to isolate it from a leaf cDNA library, its

presence in such library was confirmed.

Key words: Ethylene, coffee, Coffea canephora, transcription factor, ERF.

INTRODUCTION

Many plant genes are transcriptionally regulated to
respond to pathogen attacks or environmental stresses.
Several signaling molecules, such as salicylic acid (SA),
ethylene (ET), and jasmonic acid (JA) have been shown
to be important components of defense response
pathways (Glazebrook, 2001). These regulated pathways
require the coordination of highly specific DNA-protein
and protein-protein interactions.

A family of five membrane-localized receptors (ETR1,
ERS1, ETR2, ERS2 and EIN4) recognizes ethylene,
which is synthesized from S-adenosyl-L-Methionine and
1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC). Other
receptors include the CTR1, EIN2, EIN3 and finally the
ERFs (Chang and Shockey, 1999; Stepanova and Ecker,
2000; Wang et al., 2002).

*Corresponding autor. E-mail: dekochko@mpl.ird.fr. Tel.: +33-4-
67416311. Fax: +33-4-67416222.

ERF proteins are members of the AP2/ERF family of
transcription factor. They have been divided in two
subfamilies based on the number of AP2/ERF domains
(Riechmann and Meyerowitz, 1998): The AP2 type like
APETALA2 (AP2) (Jofuku et al., 1994) and the ERF type
(Ohme-Tagaki and Shinski, 1995). The first one has two
DNA-binding domains whereas the ERF type contains
only one. This DNA-binding domain, highly conserved,
interacts  specifically with  sequences containing
AGCCGCC motifs (GCC box) (Hao et al.,, 1998). ERF
proteins are mainly expressed during biotic or abiotic
stresses (reviewed in Wang et al., 2002). The ERF1
expression is synergistically activated by ethylene and
jasmonate (Lorenzo et al., 2003). The isolation of a cDNA
corresponding to a gene encoding an ERF-like
transcription factor from Coffea canephora is described
here.

Degenerated primers (forward 5—-GGGTXCTYRTXCA
RTTYGGYGC-3’ and reverse 5— GGCATCCAHARXGC
RCAYTC-3) were deduced from conserved regions
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Figure 1. Phylogenetic relationship of the Coffea canephora ERF to various others plants ERF. The phylogenetic tree was
constructed from an optimal alignment of proteins using Clustal W. GeneBank accession number were: A. thaliana (DREB1:
BAA33791), At ERFT1, 2, 3, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10 (080337, 080338, 080339, 080340, 080341, NP_567529, BAA96653, BAB16084,
BAB18560, BAB18561); N. tabacum: NtERF1, 2, 3, 4 (BAA07321, BAA07324, BAA07322, BAA07323); L. esculentum: LeERF, 1,
3, 4 (AAO34704, AAO34703, AAO34705, AAO34706), JERF1 (AAK95687), Pti4 (AAC50047); S. tuberosum: STWAAEIRD
(AAC29516), CIP353 (BAC56862); O. sativa: EREBP (AAK92632), rEREBP (AAP56251), TSH1 (AAF05606); C. arientinum
EREBP (CAD56217); F. silvatica EREBP1 (CAD21849); C. melo CmERF2 (BAD01556); P. armeniaca AP2DCP (AAC24587); G.
max EREBP (AAQ10777); T. aestivum TaERF2 (AAP32468). A thaliana (drebla) and Z mays (dreb) are ERF/AP2 related
proteins, but from the DREB subfamily. They are in the cluster for showing the diversity of these family genes.

previously identified in ethylene receptors of different
plant species. Using these primers, a segment of 400 bp
was amplified from C. pseudozanguebariae nuclear DNA.
This amplified fragment after random-prime labelling
(Prime-a-Gene® Labeling System kit (Promega)) with
o**P[dCTP], was directly used as a probe for screening a
C. canephora cDNA library obtained from fruits harvested
at different ripening stages (ZAP Express® -cDNA
Gigapackll gold cloning kit (Stratagene)).

RESULTS AND DISCUSSION

A full-length CoERF cDNA (Gene Bank Accession No
AY522505) was isolated. It is 1,317 nucleotides long and

contains an open reading frame of 987 bp. The predicted
polypeptide has 329 amino acids (39 Strongly Basic (+),
42 Strongly Acidic (-), 93 Hydrophobic and 99 Polar
Amino Acids. It has a molecular mass of 36.34 kDa and
an isoelectric point of 6.5. It shows very significant
similitude with other equivalent genes previously isolated.
The protein has a conserved DNA G-Binding Domain or
GBD of 59 amino acids. This GBD domain which is
99.39% identical to a Lycopersicon esculentum ERF, has
conserved secondary structure elements consisting of
three B-sheet strands, responsible for binding DNA (Allen
et al., 1998) and one a-helix.

The phylogenetic relationship of Coffea ERF to a panel
of others plants ERF showed three major groups (Figure
1). G1 group includes the Coffea cDNA described here.
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Figure 2. PCR with specific primers in C. canephora cDNA
fruits libraries (1, 2), cDNA leaves library (3, 4) and C.
pseudozanguebariae genomic DNA (5, 6).

ERF genes are often expressed during biotic or
environmental stresses, nevertheless some cDNAs
including those from G1 were isolated in cell suspensions
(S. tuberosum: AAC29516), seeds (F. sylvatica:
CAD21849) and fruits (L. esculentum: AAO34703, P.
armeniaca: AAC24587 and C. canephora) (reported
here)). In tomato, LeERF transcripts were most abundant
in ripening fruit (Tournier et al., 2003). In rice, the
OsEBP-89 (Sequence CAC83122) was expressed at
high levels in the developing endosperm (Yang et al,
2002). Such homologies suggest that the Coffea ERF
may possibly be involved in differential cell growth or in
the ripening process. Moreover, these genes, clustered in
G1, are involved in one of the two processes described
above, but not in plant defense.

To determine the expression of the Coffea ERF, a PCR
with specific primers (Forward: GGGGGATCAGGCAGC
GACC, and Reverse: CATGAAGGACTCATAGGCCAGC)
were prepared. A fragment was amplified in two C.
canephora libraries (fruits and leaves) and C.
pseudozanguebariae nuclear DNA. Figure 2 shows that
this ERF is possibly more expressed in fruits than in
leaves. In addition, the PCR product obtained from C.
pseudozanguebariae nuclear DNA has the same size,
suggesting the lack of introns in this gene segment
(bases 312-904). This Coffea ERF sequence has a highly
conserved N-terminal motif (MCGGAII/L); identical to all
genes clustered in the same group.

Transcription of corresponding genes LeERF
(AAO34704) and STWAAEIRD (AAC29516) from tomato
and potato respectively, were not affected by ethylene
(Tournier et al., 2003; Campbell et al., 1998). These two
sequences clustered in the G1 group (Figure 1). Despite
its close relationship and phylogenetic link, the possible
role of C. canephora ERF gene in fruit ripening and/or
cell growth needs to be confirmed.
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Abstract

Three full-length cDNAs corresponding to a putative ethylene receptor gene (ETR1)
were isolated from Coffea canephora cDNA libraries. They had an identical 5’UTR, but
differed in the size of their 3’UTR. These cDNAs contained a main ORF and a 5’UTR
short ORF putatively encoding a small polypeptide. The CcETRI gene, present as a
single copy in the C. canephora genome, contained five introns in the coding region and
one in its 5’UTR. Gene expression studies in C. canephora and C. pseudozanguebariae
showed that the fifth intron can be alternatively spliced, leading to a truncated
polypeptide. C. pseudozanguebariae ETR I transcripts showed various forms of splicing
alterations. This gene was equally expressed at all stages of fruit development; however,
splicing alterations could indicate posttranscriptional regulation. A segregation study on
an inter specific progeny showed that E7R/ is related to the fructification time, caffeine
content of the green beans and the weight of the seeds. Arabidopsis transformed
etiolated seedlings over-expressing CcETRI displayed highly reduced gravitropism, but
the normal triple response was observed in an ethylene enriched environment. Such
transformed plants behaved like a low concentration ethylene insensitive mutant

confirming the receptor function of the protein encoded by the CcETRI gene.

Keywords: coffee, ethylene receptors, caffeine content, fruit ripening, intron splicing,

overexpression.

Introduction

The phytohormone ethylene plays a central role in physiological and
developmental processes such as germination, growth, flower initiation, leaf and flower
senescence, organ abscission and fruit ripening (Abeles et al. 1992). It is also a major
signalling molecule mediating responses to a range of both biotic and abiotic stresses.
Ethylene has been shown to induce the transcription of a wide range of genes involved
in wound signalling (O'Donnell et al. 1996) and defense mechanisms against pathogens

(Bleecker and Kende 2000).
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Several receptors that can mediate ethylene perception have been already
described. In Arabidopsis, a family of five receptors has been isolated: ETR1, ERSI,
ETR2, ERS2, and EIN4 (Guo and Ecker 2004). All ethylene receptors act through
interaction with the Constitutive triple responsel protein (CTR1), which is homologous
to the Raf family of Ser/Thr kinases and negatively regulates ethylene signalling. In
absence of ethylene, the receptors are thought to maintain the N-terminus portion of the
CTRI protein in such a conformation that CTR1 is active and able to repress
downstream ethylene responses. When ethylene binds on the receptors, the CTRI
conformation changes and inhibits its kinase activity, thereby triggering repression of
downstream ethylene responses (Kieber et al. 1993; Huang et al. 2003). The remainder
of the cascade involves the EIN2 protein and transcription factors such as EIN3 and
ERFI.

The structure of the ethylene receptor ETR1 is modular. The N-terminal portion
contains three predicted trans-membrane segments and functions as a signal input
domain based on its ability to bind ethylene (Schaller et al. 1995). The functional unit of
the receptor is a disulfide-linked dimer forming a single ethylene-binding site
(Rodriguez et al. 1999). The dimerization is mediated by two Cysteine residues located
near the N terminus (Schaller et al. 1995). The trans-membrane segments are also
involved in localizing the receptor in the endoplasmic reticulum (ER), an unusual
location for a hormone receptor but compatible with the diffusion of ethylene in
aqueous and lipid environments (Chen et al. 2002). Following the trans-membrane
segments, ETR1 contains a GAF domain whose function is still unknown. In its
carboxyterminal half, ETR1 contains regions that are homologous to histidine kinases,

and the receiver domains of response regulators (Chang et al. 1993), signalling elements
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that were originally identified as parts of bacterial two-component systems (Parkinson
1993).

A regulator of ETR1 ethylene receptor function has recently been identified in
tomato and Arabidopsis (Barry and Giovannoni 2006; Resnick et al. 2006). The
encoding gene controls a predicted trans-membrane protein which is highly conserved
in plants and protists but absent in fungi and prokaryotes. In Arabidopsis, this gene was
named reversion to ethylene sensitivity (R7E/) (Resnick et al. 2006). The
corresponding gene in tomato was named GREEN RIPE (GR). The non-ripening
phenotype of the dominant Green-ripe (Gr) and Never-ripe 2 (Nr-2) mutants is caused
by a deletion in the green ripe (GR) gene 5’UTR, which causes ethylene insensitivity
(Barry and Giovannoni 2006).

Loss-of-function and hypomorphic mutant alleles of the receptors have been
isolated and characterized for their effects on ethylene signal transduction. A functional
overlap was observed among ethylene mutants. Indeed, single loss-of-function
mutations had little or no effect upon ethylene signal transduction. However, triple loss-
of-function mutants like the etrl;etr2;ein4 Arabidopsis mutant displayed constitutive
ethylene-response growth phenotype in the dark (Hua and Meyerowitz 1998). This
phenotype was obtained because the receptors belonging to the two remaining families
(ERS1 and ERS2) were insufficient to complement ethylene responses.

The coffee cherry is a climacteric fruit—its ethylene production increases during
ripening (Pereira et al. 2005)—and coffee tree species present great differences in fruit
ripening time. In Coffea pseudozanguebariae (PSE), a wild East African species, the
fruit ripens nine weeks after anthesis, while in other species this process lasts much

longer, generally about 35 to 37 weeks (Hamon et al. 1984). A major QTL related to
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fructification time was mapped on the interspecific [(C. pseudozanguebariae x
C. dewevrei) x C. dewevrei| genetic map. This QTL was related to caffeine content of
green coffee beans (Akaffou et al. 2003). Although ethylene is known to be involved in
coffee fruit maturation, nothing is known about the role it plays or its control at the
receptor level.

Some ethylene receptors play a more important role in fruit ripening than others.
In melon, co-location of an ethylene receptor encoding gene and a QTL related to fruit
climacteric characteristic has been demonstrated (Perin et al. 2002). In transgenic
tomato with reduced LeETR4 or LeETR6 expression the onset of ripening is advanced
by up to ten days, while increased Never Ripe gene (NR) expression delays the onset of
ripening by several days (Klee, 2006). RT-PCR analysis showed that LeETRI and
LeETR? are expressed at constant levels in all tissues throughout development
(Lashbrook et al. 1998) and no altered expression was observed in response to any
external stimulus such as ethylene or pathogen infection (Klee 2002).

In this article, we present the first isolation and characterization of an ethylene
receptor encoding gene in coffee plants (CcETRI). Because of the complex gene
structure observed, different levels of gene expression regulation are discussed. Gene
diversity and segregation analysis in the progeny of an interspecific back-cross were

studied. Association with variations in several phenotypic traits was also surveyed.

Material and Methods
Plant material
Identification and characterisation of the ethylene receptor gene was carried out

on C. canephora (BB62), C. pseudozanguebariae (H60), C. dewevrei (EB56),
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C. arabica (var caturra), C. moloundou (OD68), C. eugenioides (DA7TS), C. sessiliflora
(PAG65) and C. heterocalyx (JC63). The trees were grown in a tropical green house at
the IRD centre in Montpellier, France.

Segregation studies, phenotypic observation and biochemical analysis were
performed on the interspecific progeny derived from the back-cross
[(C. pseudozanguebariae x C. dewevrei) x C. dewevrei] described by Ky (2000)
Intraspecific polymorphism was analysed on six genotypes of each progenitor species
[(C. pseudozanguebariae and C. dewevrei)].

Plants of Arabidopsis thaliana (Columbia wild-type) were grown in soil:
vermiculite (1:1) in a growth chamber under 16 h light photoperiod at 20°C up to
flowering. To obtain more floral buds per plant, inflorescences were clipped after most
plants had formed primary buds, synchronising emergence of multiple secondary buds.

Total DNA and RNA extraction

Leaf samples were collected and total DNA was immediately extracted using the
DNeasy Plant Maxi kit® (Qiagen GmbH, Germany) following the manufacturer’s
instructions. For RNA extraction, samples were ground in liquid nitrogen and extraction
buffer was added immediately to avoid thawing of the samples. The buffer consisted of
80% guanidine isothiocyanate (5 M) in 30 mM AcNa (pH 5.2), 4.4% sarcosine solution
(20% w/v), 9% PVP (10% w/v), 4% ascorbic acid (0.5 M) and B-mercaptoethanol (3%
v/v). After centrifugation at 4,800 rpm for 30 min at 4°C, 7 ml of supernatant were
ultracentrifuged at 20°C for 20 h at 32.000 rpm (Beckman L7, SW4IT1 rotor) in 3 ml
of 5.7 M CsCl. Classical purification was then performed and RNA was resuspended in

ultra-pure water and stored at -80°C. Yield and purity were determined by
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spectrophotometry. RNA integrity was checked by electrophoresis on a 1% denaturing
agarose gel followed by ethidium bromide staining.

Preparation of ethylene receptor gene-specific probes

For ¢cDNA library screening, specific probes were generated by PCR using
degenerated primers designed on the N terminal conserved region after aligning ETR1
corresponding sequences available in international databases (nr). Forward: ETR1aF:
5°- GGGTXCTYRTXCARTTYGGYGC -3’; Reverse: ETR1aR: 5°-
GGCATCCAHARXGCRCAYTC -3’. The 400 bp amplification products of
C. canephora and C. pseudozanguebariae genomic DNA were cloned using the PCR"-
TOPO® cloning® kit (Invitrogen, The Netherlands) and sequenced (MWG-Biotech,
France). After confirmation of the fragment coding potentiality, cDNA libraries were
screened with these probes after radio-labelling with dCT**P using the Prime-a-Gene®
Labelling System kit (Promega).

For BAC library screening, and southern blot hybridization, specific probes
located in the fourth and fifth exon were generated using specific primers designed
according to  the  C. camephora  genomic  sequence: IETRcF  5°-
CCCCTTATCCATGGCTGATTG -3’ and IETRcR 5 -

CATGATTTACAGGGGCTCTGG -3’

cDNA libraries construction and screening

Two C. canephora cDNA libraries were constructed, one from young leaves and
the other from fruits at different stages of development and maturation, as described in
Mahesh et al. (2006). Approximately 8.10° plaques from amplified cDNA libraries were
blotted on Hybond N" membranes (GE Healthcare Bio-Sciences, Piscataway, USA) and

screened twice with the ETR ] **P radiolabeled probe from C. pseudozanguebariae. Five
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plasmids containing an insert corresponding to a potential full-length cDNA (as shown
by PCR) were purified with alkaline lysis and sequenced (MWG-Biotech, France).
Sequence similarities with publicly available sequences were explored using the Blastx
program.

Amplification of full-length genes

Specific primers were designed from C. canephora ETR1 cDNA for PCR
amplification  of  full-length genes in three species: C. canephora,
C. pseudozanguebariae and C. dewevrei which differ in fruit ripening time, using
genomic DNA as template. The intron located in the 5S’UTR was amplified in four
species: C. moloundou, C. sessiliflora, C. racemosa and C. heterocalyx.

C. canephora BAC library screening

A BAC library of C. canephora, genotype 126, representing nine haploid
genome equivalents, was screened. High-density filters supporting the BAC library
were kindly provided by CIRAD (Leroy et al. 2005).

Three high-density filters, representing the whole library, were pre-hybridized
overnight in pre-hybridizing buffer (50 mM Tris, 10 mM EDTA, 5 X SSC, 1 X
Denhardts; 0.2% SDS; 100 pg.ml " hearing sperm), followed by overnight hybridization
with the 831 bp *°P radiolabeled probe at 65°C in a buffer equivalent to the pre-
hybridizing buffer added with 1 g.ml" dextran sulphate. Subsequently, filters were
briefly rinsed at room temperature with 2 X SSC; 0.5 % SDS, followed by two washes
(20 min at 65°C) with 0.5 X SSC; 0 1 % SDS for the first wash and 0.1X SSC; 0.1 %
SDS for the second. Filters were autoradiographied (Kodak BioMax Film) for 24 h.

Southern Blot
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Genomic DNA (10 pg) of C. canephora and C. dewevrei were digested with
Eco RV or Dra I (cut three and two times inside the gene respectively, but not inside the
probe region). Fragments were separated on a 0.8% (w/v) agarose gel at 80 V for 4 h.
The digested coffee genomic DNA was transferred onto a Hybond™-N+ membrane
(Amersham Pharmacia Biotech, England) and hybridized with the 831 bp **P
radiolabeled probe (Sambrook and Russell 2001).

Biochemical data, segregation study and statistical analysis

Caffeine content data have previously been evaluated on the
[(C. pseudozanguebariae x C. dewevrei) x C. dewevrei] backcross progeny. Sample
preparation, HPLC analysis and measurement of phenotypical traits are described in
(Barre et al. 1998; Ky et al. 1999; Akaffou et al. 2003).

Segregation of parental alleles in the back-cross progeny was observed using
PCR. PCR amplification was carried out on genomic DNA after identification of an
indel polymorphism in the fifth intron of the ETRI gene with the following primers:
FSIETRF: 5’-CACGACGTTGTAAAACGACGTCTTATATGGCATTCGGTAAGAA-
3’; and: SIETRR: 5’- TCAAGGATAACAACAGGGGTAGAC-3’. PCR products were
visualised on an IR2 automated DNA sequencer (LI-COR, model 4200L-2, Lincoln,
Nebr.) as described in Poncet et al. (2004). Quantitative effects of CcETRI on caffeine
content and some morphological characters were analysed using a one-way ANOVA
with a fixed effect (Statistica Software Package, 5.1 version 1997 for Microsoft
Windows).

RT-PCR analyses

Total RNA was isolated from two and four different fruit ripening stages of

C. canephora and C. pseudozanguebariae respectively (from small green to red ripened
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fruits). Two pg of total RNA were used to perform reverse transcription with the
“SuperScript ™ First-Strand Synthesis System for RT-PCR” kit (Invitrogen, Carlsbad,
USA). Subsequent PCR were carried out with 50 pg of each cDNA using specific
primers: IETRdF 5’-GTCCAGAGCCCCTGTAAATC-3* and IETReR 5’-
CAAAGCAGAATTATACTACACCATG-3’ allowing the amplification of an expected
706 bp fragment. As positive control, a 400-bp fragment was amplified using specific
primers for fB-actin: 5-GCAGATGGTGAGGAGATTCAA-3" (F) and 5'-
GTCCAGCACAATACCAGTTGTACG-3" (R). The reactions were performed on a
PTC 200 thermocycler, starting with denaturation at 94° C for 5 min, followed by 34
cycles at 94° C for 1 min, at 55° C for 1 min, and at 72° C for 1 min. Samples were
collected every 3 cycles starting at the 25" The amplified DNA fragments were
separated by electrophoresis on 1.5% agarose gels at 100 V for 30 min and stained with
ethydium bromide.

Plasmid construction and plant transformation

Specific primers, including Hind 111/Bam HI restriction sites, were designed to
amplify the full length cDNA: HindETR1F: 5-
CGCAAGCTTATGGAGTCCTGTAACTGCATTG -3 and BamHETRIR 5°-
CGCGGATCCTTATTGAGCCTCCAGCAGAAC 3°. The amplified product was first
cloned in PCR®-TOPO" before being inserted in pPCAMBIA 1300 under the control of
the Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) 35S promoter. The construct was verified by
restriction and sequencing before being electroporated into Agrobacterium tumefaciens
(strain GV3101) as described by Shaw (1995).

The A. tumefaciens-mediated transformation of Arabidopsis was performed as

described by Clough and Bent (1998) with the following modifications: plants with
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immature floral buds were dipped into a solution containing 4. tumefaciens, 5% (w/v)
sucrose and 0.05% (v/v) Silwet L-77 (Lehle Seeds, Round Rock, USA) for 15 seconds.
TO seeds were collected, dried at 37°C for three days and sown on 0.8% (w/v) plant-
agar plates of 2 MS basal medium, pH 5.65 (Murashige and Skoog 1962) with
Gamborg's vitamins (Gamborg et al. 1968), and no added sugar but containing 50 ug
mL™" hygromycin B to select the transformants. Seeds were kept for 2 days at 4°C
before being sown at 22°C under standard light regimes (100 xmol m s '). Surviving
T1 plantlets were transferred to soil after ten days and grown in soil under a 16-h-
light/8-h-dark cycle at 20°C in plant growth chambers to set seeds (T2).

Seedling Growth-Response Assays

To examine the seedlings’ response to ethylene (Chen and Bleecker 1995;
Gamble et al. 2002), seeds were grown on squared Petri dishes containing /2 MS basal
medium with Gamborg's vitamins (pH 5.65) and 0.8% (w/v) plant agar, supplemented
or not, with 10 pM 1-aminocyclopropane-1-carboxilic acid (ACC). After a cold
treatment (2 days at 4°C), seedlings were germinated for four days in the dark at 20°C.

Petri dishes were oriented vertically for seedling growth.

Results
1. CcETR1 gene characterisation
a. cDNA characterisation
Three full-length cDNAs corresponding to a CcETRI gene were isolated from
the CAN fruit cDNA library. They were respectively 2,649 bp; 2,683 bp and 3,162 bp in

length (see table 1 for the accession numbers of the sequences concerned). They all
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contained a putative open reading frame of 2,223 bp translated in silico into a 740
amino acid polypeptide. The CcETR1 predicted polypeptide had a molecular weight of
82.48 kDa. All cDNA clones had the same 5’UTR size and sequence, but their 3'-UTR
varied in length (313 bp, 347 bp and 826 bp). Up to four putative polyadenilation sites
were found in these sequences depending on their length.

b. CcETRL1 gene copy number

Only one band was observed on a DNA-DNA hybridization blot when the

genomic DNA was digested by Eco RV or Dra I and hybridized with a specific probe
(fig. 1). When the C. canephora BAC (X9) library was hybridized with the same probe,
only seven spots were clearly identified. These results strongly suggest that CcETR]I is
present as a single copy in the CAN genome.

c. ETR1 gene polymorphism among Coffea species

ETRI1 genomic sequences (from ATG to stop codon) were PCR amplified from
three different Coffea species: C. canephora, C. pseudozanguebariae and C. dewevrei
that differ in fructification time and caffeine content (1 genotype per species).

In the three Coffea species, the ETRI sequence contained five introns in its
coding region (Fig. 2) in a similar position to those found in ETR] gene sequences in
other plant species. Comparison of the Coffea intronic sequences showed high
percentage similarity between the first four introns. The fifth intron was very
polymorphic due to insertion/deletion (indels) as shown in Figure 3.

Additional PCR amplification of the 5™ intron revealed polymorphism between
five diploid Coffea species: C. canephora, C. pseudozanguebariae, C. dewevrei,
C. eugenioides, C. moloundou and the tetraploid C. arabica. PCR amplifications

produced a single band for all species except C. arabica, which showed a 2-band
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pattern. The shortest C. arabica sequence (1079 pb) showed high similarity (99.1%
identity) with the C. canephora sequence; whereas the longest fragment of 1186 pb was
more similar to C. eugenioides and C. moloundou sequences (99.3% and 98.7%,
respectively).

The CcETRI 5’UTR contained a short Open Reading Frame (ORF) putatively
encoding a small polypeptide of 35 amino acids with no similarity to any known
protein. This small polypeptide coding sequence was interrupted by a 978 bp long
intron. This 5’UTR intron was also identified in C. moloundou, C. sessiliflora,
C. racemosa and C. heterocalyx with a size of 981, 974, 979 and 981 bp respectively.
Amplification was not possible for C. pseudozanguebariae and C. dewevrei.
C. canephora intra specific variability of the 5’UTR intron was identified, as the

CcETRI sequence from the BAC clone contained a 984 bp long intron.

2. RT-PCR analysis
a) Alternative and mis-splicing of ETR1 introns
In C. canephora, the fifth intron might be spliced in such a way that the resulting
polypeptide lacks the receiver domain. In addition, two consensus polyadenylation sites
were present within the fifth intron. Transcripts amplified from C. pseudozanguebariae
showed splicing alterations that took five different forms (fig. 4) including: exon
skipping, unspliced introns, alternative 5’ splice donor site and alternative 3’ splice

acceptor site.

3- Expression “in planta”

a. ETR1 expression pattern
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Semi-quantitative RT-PCR experiments showed that the ETRI gene was
expressed at all stages of fruit development and maturation observed in C. canephora
and C. pseudozanguebariae with no significant differences in the level of expression
(fig. 5).

b. Effect of CcETRL1 over-expression in Arabidopsis thaliana

Four-day old Arabidopsis transformed seedlings over-expressing CcETRI and
grown in the dark without ethylene showed negative gravitropic growth (figure 6a). In
presence of ethylene, they showed a normal triple response to ethylene (figure 6b);
however, fully grown transformed plants had no obvious phenotypes compared to wild
type plants.

c. Segregation analysis and effect on phenotypic traits

PCR amplification within the fifth intron showed different product sizes i.e. 469
bp and 532 bp for C. pseudozanguebariae and C. dewevrei respectively. Segregation
analysis of these ETR]I alleles in the backcross progeny [(C. pseudozanguebariae x
C. dewevrei) x C. dewevrei] was associated with variations in agronomical traits such as
fructification time, time of endosperm maturation and the 100 seeds weight (P100)
(table 2). Presence of the C. pseudozanguebariae allele (P) in the genome of a
heterozygous offspring (PD), unlike with a homozygote C. dewevrei - C. dewevrei
(DD), is correlated with a significant reduction in the fructification cycle of 27.5 days
(9.8%). Seventy seven percent of the reduction in fructification time could be explained
by the reduction in the endosperm maturation period. On average, maturation of the
endosperm in a heterozygote DP occurred 18 days prior to the homozygote DD.
Interestingly, DP heterozygote plants also showed a reduction of 24.7% in the caffeine

content in their grains
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Discussion

In this study for the first time, we isolated and characterized the ethylene
receptor gene in the Coffea genus that harbours climacteric plants. The CcETRI
deduced amino acid sequence was 87.4% similar to that of Petunia hybrida (accession #
AF145972). Its trans-membrane domain was highly conserved. It displayed 97.4%
similarity with the N-terminal domain (positions 1 to 362) of Prunus persica (Bassett et
al. 2002). The two cysteine residues responsible for formation of the intermolecular
disulphite-linked dimer (Schaller et al. 1995) were identified in the CcETR1I AA
sequence at the expected position (Cys4 and Cys6). Within the Histidine Kinase motif, a
conserved Histidine that serves as a presumptive site for autophosphorylation (His-352)
was also found (Gamble et al. 1998). All these features indicate that this protein has an
ethylene receptor function.

We showed that the CcETRI gene is present as a single copy in the C.
canephora genome. Genetic diversity of ETR1 was observed when analysing the fifth
intron sequence in different Coffea species that differ in fructification time. In C.
canephora, the CcETRI structure displayed certain aspects that indicate complex
regulation of its expression.

1) Three independently isolated full-length cDNA clones had the same coding
sequence and an identical 5’UTR. But they differed in the size of their 3’UTR
suggesting that the only differences between these three clones are alternative
polyadenilation sites.

i1) The 5’UTR comprises a short putative open reading frame (uORF). This

uORF is interrupted by one intron, which is conserved in some Coffea species.
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iii) RT-PCR analyses of total RNA purified at different fruit development stages
in CAN and PSE showed that the primary transcript issued resulting from the CcETRI
transcription has different types of intron retention suggesting the presence of different
alternative splicing sites or a deficient splicesome in the case of PSE.

ETR1 is asingle gene

DNA blot and BAC library hybridization results, strongly suggest the presence
of a single ETRI gene in the C. canephora genome. This was also strongly suggested in
other diploid species by PCR patterns on genomic DNA with the amplification of a
single band except for the allo-tetraploid C. arabica. Furthermore, segregation analyses
within two interspecific back-cross progenies [(C. canephora x C. heterocalyx) x
C. canephora] and [(C. liberica x C. canephora) x C. canephora] showed a typical
pattern, i.e. a mono locus segregation in both back crosses. [Mapping on LD H and LD
2 respectively (Poncet et al, unpublished data)]. ETRI was also found as a single gene in
other species for example in Prunus persica (Bassett et al. 2002) and melon (Sato-Nara
et al. 1999). By contrast, in tomato, two probable paralogues were identified: LeETR 1
and LeETR2. (Lashbrook et al. 1998). At the sequence level, these genes are very
similar (85% identity) and their structure is identical. LeETR2 (accession AY600436)
contains five introns on the coding region at the same position as Arabidopsis ETRI.
Similarly, two PcETRI genes were identified in Pyrus communis (El-Sharkawy et al.
2003) .

ETR1 is a conserved gene

Analysis of gene structure showed that the number and positions of the ETR/
intron are well conserved in the Coffea species studied. An identical position was shown

in the homologous A¢tETRIsequence in Arabidopsis thaliana (Chang et al. 1993) and
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LeETR2 in  Solanum  lycopersicum. Exonic sequences of CcETRI in
C. pseudozanguebariae and those of CpETRI and CdETRI C. dewevrei, were highly
homologous leading to very conserved deduced amino acid sequences. Similarly,
introns 1 to 4 were also highly conserved. Only the fifth intron displayed some
differences mainly as insertions/deletions (indels). However, the presence of 5’UTR
intron was demonstrated in only some of the species observed. The amplification of this
intron was not possible in other wild coffee species such as C. pseudozanguebariae and
C. dewevrei. This lack of amplification could be due to insufficient similarity between
the primer sequences and the corresponding genomic region in these species. Primers
were designed according to the CcETRI sequence; in the first exon of the small 5S’UTR
polypeptide (forward) and in the first exon ETR1coding region (reverse). Absence of
the 5’UTR small polypeptide sequence in some Coffea species may also explain the
lack of amplification.

CcETR1 produces transcripts with different size 3’'UTRs

In this work, three different cDNA clones with different size 3’UTRs were
isolated from the C. canephora cDNA fruit library. These different mature transcripts
may have different stability and post transcriptional regulation is possibly involved.
Alternate polyadenylation affects a large fraction of higher eukaryote mRNAs,
producing mature transcripts with variable 3' end lengths (Beaudoing and Gautheret
2001). Post-transcriptional regulation mediated by the 3' UTR is characteristic of the
glutamine synthetase transgene (Gmginf). This gene is post-transcriptionally regulated
at the level of transcript stability and thus also with respect to its translational ability

mediated by its 3' UTR (Ortega et al. 20006).
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CcETR1 has a small ORF in its 5’leader (UORF)

Accumulation of CcETRI transcripts was identical at all stages of fruit
development in C. canephora and C. pseudozanguebariae. But the presence of the ORF
upstream of the coding region (uORF) could indicate possible regulation at the
translation level. Accumulation of this transcript region was not tested in C. canephora
or in C. pseudozanguebariae.

Presence of a uORF can inhibit or repress the transcription of the main ORF. Its
inhibitory nature could be due to the synthesis of a polypeptide that locally blocks the
transcription re-initiation under certain conditions, as observed in mammalian
AdoMetDC (Mize et al. 1998). The importance of uORFs in the regulation of
translation depends on length, the encoded peptide, the spacing and/or sequences in the
inter-cistronic region, and the physiological status of the cell. One or several of these
aspects could thus be involved in transcription regulation of ETR! in coffee plants.

CcETR1 has an intron in the uORF

When we compared the 5S’UTR in cDNA with genomic sequences, we observed
that CcETRI uORF was interrupted by an intron. The sequence of these introns is
conserved; except for very short indels among the Coffea species. Amplification was
always possible. The role of the intron is unknown, but it might be involved in
enhancing gene expression. In dicotyledons, introns that stimulate expression are well
documented in Arabidopsis (Jeong et al. 2006), potato (Fu et al. 1995), soybean (Kato et
al. 1998) and tobacco (Plesse et al. 2001). This effect has been named Intron-Mediated
Enhancement (IME) of gene expression (Mascarenhas et al. 1990) and the magnitude of

IME can be more than 100-fold in certain cases as is the case of the maize Shrunken-1
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(Shl) intron 1 that enhances chimeric gene expression in rice and maize protoplasts
(Maas et al. 1991).

In conclusion, CcETRI is characterized by a highly conserved coding sequence,
the presence of a uORF interrupted by an intron, possible alternative splicing or
retention of the fifth intron in the coding sequence and different size 3’UTRs. All these
features suggest a highly conserved function of the encoded protein but complex
regulation that may differ between Coffea species and that may take place at four

different levels: transcriptional, post transcriptional, translational or post translational.

Confirmation of the allo-ploidy nature of C. arabica

Results of analysis of the fifth intron sequence were in agreement with those of
C. arabica originating from an interspecific cross between two diploid species. One of
the two C. arabica sequences was similar to the C. canephora sequence (99.5%
identity), whereas the other sequence (the largest one) was similar to sequences of
C. eugenioides (99.3%) and C. moloundou (98.7%). The high degree of similarity
observed between C. eugenoides and C. arabica sequences is in accordance with
Lashermes et al. (1999) who suggested that C. eugenoides and C. canephora were the
most likely parental species of C. arabica. But the self-fertility mechanism of
C. arabica is not yet understood as both alleged progenitors are allogamous.

Coffea species produce ETR1 transcripts of different size

Alternative splicing combines different splice junctions resulting in transcripts
with shuffled exons, alternative 5' or 3' splicing sites, retained introns and different
transcript termini. Typically, alternative splicing determines the differential inclusion of

coding and non-coding sequence in a transcript.
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In C. pseudozanguebariae in particular, it is possible that this gene is subject to
complex regulation; the splicing machinery could produce transcripts of different sizes
when some introns are unspliced or some exons are skipped. In addition, similarly to
CcETRI, CpETRI has two consensus polyadenylation sites inside the fifth intron that
might be responsible for incomplete splicing at the 3' terminus. The functionality of
these transcripts is uncertain, however, evidence was found for functional truncated
ETRI receptors. In A. thaliana, a polypeptide generated by an AtETRI transcript
lacking the last exon, is similar in structure to the other ethylene receptor of the same
sub family (ERS1) in which the receiver domain is absent (Hua et al. 1995). Such a
polypeptide could be synthesized in C. canephora or C. pseudozanguebariae if the
poly-adenylation sites located in the 5™ intron of ETRI are functional

Transgenic Arabidopsis plants expressing a truncated version of the tobacco
Nicotiana tabacum Histidine Kinase 1 (NTHK1) encoding gene that includes only the
transmembrane domain plus the kinase domain could regulate genes implicated in
abiotic stresses, like AtNAC2, RD21A and VSP2 (Zhou et al. 2006). In addition, these
authors showed that the kinase domain alone is enough to regulate AtERF4 expression.
Moreover, the Arabidopsis etrl-6,etr2-3;ein4-4 triple loss-of-function mutant (which
shows a constitutive triple response in absence of ethylene), transformed with a
truncated version of AtETRI lacking the receiver domain, showed normal growth (Qu
and Schaller 2004). Finally, transformation of the Arabidopsis double mutants (ersi-
2cetrl-6) or (ersl-2;etrl-7) with a kinase-inactivated AtETRI resulted in complete
restoration of normal growth and ethylene responsiveness (Wang et al. 2003).

In the same way as for CcETRI in coffee trees, Bassett et al. (2002) reported that

PpETRI in peach (Prunus persica) undergoes unusual alternative splicing that
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potentially results in different mature transcripts. Use of an alternative 3' splice site to
remove the last intron in PpETRIa resulted in a polypeptide that was missing three
amino acids within the receiver-like domain. Retention of the terminal intron occurs in
PpETRI1b, which, if translated, would result in a truncated protein lacking the receiver-
like domain.

ETR1 diversity could be related to fructification time, seed weight and
caffeine content

Studies conducted on a population resulting from a back cross between two wild
species: C. pseudozanguebariae (PSE) and C. dewevrei (DEW), showed that the
presence of a PSE allele (P) in an heterozygous DP plant induced a reduction of 27 days
in fructification time, a 24.7% decrease in the caffeine content of its seeds and a 11.5%
decrease in seed weight. A fructification time gene (Ft/) in Coffea was identified by
Akaffou et al. (2003). These authors found an effect of the F¢/ allele on caffeine content
and seed weight. In our study we showed that these characters are also associated with
ETRI diversity.

Reduction in fructification time is highly correlated with a reduction in the
duration of endosperm maturation. The relation between the fructification time, the
length of endosperm maturation and the caffeine content of the seeds, could indicate
that the main alkaloid accumulation occurs during endosperm maturation. The longer
endosperm maturation lasts, the more caffeine accumulates. This assumption needs to
be confirmed and further work must be done to study CcETRI regulation during coffee
fruit development and ripening.

Do Arabidopsis plants that over express CcETR1 behave like a low-

concentration ethylene-insensitive mutant?
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When grown in the dark, seedlings of most plants exhibit negative gravitropism,
i.e. they grow erect, (away from the head of the gravity vector). Arabidopsis
transformed seedlings over-expressing CcETR1 display highly reduced gravitropism. In
these plants, the gravitropic response was strikingly attenuated, indicated by an increase
in randomization of the normal vertical growth pattern. This response is similar to that
observed in seedlings growing in continuous red light (Liscum and Hangarter 1993).
Normal growth is partially restored by addition of cytokinin and ethylene at low
concentrations even in red light conditions. The ethylene-insensitive mutant ein2
presents a similar less oriented growth pattern (Golan et al. 1996) which is not restored
by cytokinin (Woeste et al. 1999).

Red-pulse treatment significantly reduced ethylene production in etiolated pea
epicotyls (Steed et al. 2004). Under normal circumstances, basal ethylene synthesis
inactivates a small percentage of receptors thereby enabling the transduction cascade. In
the transgenic Arabidopsis plants over-expressing CcETRI there is an abundance of
ethylene receptor molecules, which leads to a stoichiometric disequilibrium resulting in
a permanent blockade of the ethylene cascade signal by trapping all the CTRI1
molecules available since there are not sufficient ethylene molecules to inactivate all the
receptors present. Addition of 10uM ACC in the germinating medium leads to a normal
triple response phenotype. Such transformed plants behave like a low-concentration
ethylene-insensitive mutant, demonstrating the ethylene receptor function of the protein

encode by CcETRI.
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Figure legends

Figure 1. Genomic DNA blot of ETRI gene from Coffea canephora and C. dewevrei.
Each lane contains 10pg genomic DNA digested with Eco RV or Dra 1. The blot shown
was hybridized and washed under stringent conditions. Molecular size markers are in

kilo base pairs.

Figure 2: CcETRI gene structure in Coffea canephora showing: § the 5’UTR short
OREF interrupted by an intron; I black bars represent transmembrane segments. ‘

Diamond indicates GAF domains. Rectangle grey indicates histidine kinase domain C
Oval indicates receiver domains. The conserved phosphorylation sites upon histidine
(H) and aspartate (D) are present. Conserved motifs (NG1FG2) within the histidine
kinase domain are present. The five introns of the coding region and three 3’UTRs of

different sizes. are showed.

Figure 3. Organisation of ETR/ gene 5™ intron in 3 Coffea species. DEW: C. dewevrei;

CAN: C. canephora; PSE: C. pseudozanguebariae

Figure 4. Different types of ETR1 mature transcripts resulting from alternative or mis-

splicing forms found in Coffea canephora (CAN) and C. pseudozanguebariae (PSE).

Figure 5. Expression analysis of ETRI by semi quantitative RT-PCR. Total RNA was
isolated from fruits at four development stages for C. pseudozanguebariae (PSE) and

two for Coffea canephora (CAN). RT-PCR was performed using cDNA from each
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711  stage as template and using gene-specific primers. Reaction was stopped at different
712 cycles to test the amplification. Analysis of B actine was included as a control.

713

714 Figure 6. Effect of over expression of CcETRI receptor on Arabidopsis wild type dark-
715  grown seedlings. a). Transgenic Arabidopsis without ACC, b) Col 0 without ACC, c)
716  Transgenic in medium with ACC.

717
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Table 1. ETRI available sequences of different Coffea species and their accession

number in GenBank

Species cDNA Genomic Fifth Intron  5’UTR intron
C. canephora EF107675 EF107672 EF107683
EF107676
EF107677
C. pseudozanguebariae - EF107674 -
C. dewevrei - EF107673 -
C. arabica (var caturra) - - EF107684 EF107678-
EF107685
C. moloundou - - EF107687 EF107679
C. eugenioides - - EF107686 -
C. sessiliflora - - - EF107681
C. heterocalyx - - - EF107682
C. racemosa - - - EF107680
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Table 2: Effect of ETRI on several quantitative traits in the interspecific backcross
progeny. DD and DP: observed means of homozygotes (DEW/DEW) and heterozygote
(DEW/PSE) offspring for ETR1 alleles respectively. % PSE: percentage decrease in the

heterozygote compared to the homozygote progeny.

Trait DD DP %PSE fd F p

Length of fructification 279.8 252.3 9,8 % 1/37 8.881 0.00507

cycle in days (DCF) +7.066 +5.893

Length of endosperm 125.1 107.1 16,4 % 1/37 13.682 0,00605

maturation in days (DN) +4.756 +3.967

Caffeine content 0.6532  0.4921 24,7 % 1/48 8.764 0,00476
+0.0399 +0.0369

Weight of 100 seeds in g 10.247  9.064 11.5% 1/49 5.641 0.021

(P100) +£0362 +0.341
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