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! Introduction

Les caféiers appartiennent a la famille des Rubiaceae et constituent
la tribu des Coffeeae. Sur la base de caractéristiques florales, on dis-
tingue deux genres, Coffea et Psilanthus, subdivisés en deux sous-
genres. Plus de 90 taxons, dont les deux espéces cultivées
C. arabica et C. canephora, ont été recensés dans le genre Coffea
sous-genre Coffea. Ils sont endémiques de la zone intertropicale
d’Afrique, de Madagascar et des iles Mascareignes. Les espéces
appartenant au genre Coffea sont toutes diploides (2n = 22) a I'ex-
ception de I’espéce C. arabica qui est tétraploide (2n = 4x = 44),

Le café est la premiere ressource agricole d’exportation dans le

—==0 termes de devises. Le café de bonne qualité produit par
P’espece Coffea arabica L. représente 75 % de la consommation

1 IRD, GeneTrop, BP 5045, F-34032 Montpellier cedex 1, France.
2 Catie/IRD, Ap59, 7170 Turrialba, Costa Rica.
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mondiale. Les principaux pays producteurs sont situés en Amérique
latine, en Asie et en Afrique de I’Est. OQutre le role évident du caféier
dans le développement économique de ces pays, sa culture consti-
tue un important facteur de stabilité sociale en raison des emplois
quelle génére. A titre d’exemple, les exportations de café repré-
sentent entre 20 et 25 % de la valeur totale des exportations, selon
les années, pour les pays producteurs d’ Amérique centrale. Coffea
arabica est un arbuste originaire des foréts d’altitude d’Ethiopie, du
sud Soudan et du nord du Kenya (Anthony et al., 2001). Les prin-
cipales variétés furent sélectionnées 2 partir de I’étroite base géné-
tique (fig. 1) dispersée au début du XVIII€ siécle par les puissances
coloniales (Pays-Bas, France, Angleterre). Elles sont hautement
productives, produisent un café de bonne qualité, mais se sont révé-
Iées sensibles a la plupart des parasites et ravageurs qui attaquent le
caféier, dont la rouille orangée due & Hemileia vastatrix, I’ anthrac-
nose des baies causée par Colletotrichum kahawae, les nématodes
des genres Meloidogyne et Pratylenchus, la mineuse des feuilles
Perileucoptera coffeella et le scolyte des baies Hypothenemus ham-
pei (Bertrand et al., 1999). Les méthodes de lutte actuelles, reposant
essentiellement sur des traitements chimiques, conduisent a4 un
usage excessif de pesticides, avec des conséquences néfastes pour
I’environnement et la santé humaine.
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1 Figure 1 '

Base génétique étroite des variétés de caféier Arabica.
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L'utilisation des ressources génétiques que constituent les espéces
diploides de caféiers (2n = 2x = 22) et les formes sauvages
d’ Arabica est essentielle pour I’amélioration de C. arabica dans une
perspective de développement durable (Anthony et al., 1999). Des
genes d’intérét agronomique ont déja été mis en évidence chez plu-
sieurs especes diploides, comme par exemple des résistances a cer-
tains nématodes et A I’anthracnose des baies chez C. canephora, 4
la rouille chez C. canephora et C. liberica, 3 1a mineuse des feuilles
chez C. racemosa (Van der Vossen, 1985 ; Guerrero Filho et al.,
1999). L’exploitation de ces sources de résistance par les voies de la
génétique constitue une approche prometteuse pour la création de
nouvelles variétés (Carvalho, 1988 ; Charrier et Eskes, 1997).
Toutefois, une bonne connaissance génétique du génome de C. ara-
bica et des mécanismes associés au processus d’introgression
s’avere indispensable 2 une utilisation optimale de ces ressources
dans les programmes de sélection. Dans ce sens, plusieurs analyses
moléculaires ont été entreprises au cours des derniéres années.

l Origine et structure
du génome de C. arabica

Phylogénie du genre Coffea

L’ ADN chloroplastique constitue un support privilégié des études
phylogénétiques chez les plantes supérieures (Clegg et Zurawski,
1992). Dans un premier temps, une transmission strictement mater-
nelle de I’ ADN chloroplastique (ADNcp) a ét€ démontrée chez 1’es-
péce C. canephora et les hybrides interspécifiques entre C. arabica
et C. canephora (Lashermes et al., 1996). Par la suite, les variations
de ’ADN chloroplastique de 27 taxons représentatifs du genre
Coffea sous-genre Coffea ont été étudiées par plusieurs approches
incluant une analyse RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism) 2 I’aide de sondes hétérologues (Lactuca sativa) et
le séquencage de la région intergénique trnL-trnF (Cros et al.,
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1998). Le génome nucléaire a aussi été étudié afin de pallier au
faible polymorphisme présenté par I’ADNcp des caféiers et de com-
parer les phylogénies obtenues par Panalyse des génomes chloro-
plastique et nucléaire. Plus particulierement, le fragment ITS2
(internal transcribed spacers) de la grande sous-unité nucléaire
codant pour I’ARN ribosomique a été séquencée pour 40 génotypes
représentant 28 taxons de Coffea et 4 especes de Psilanthus
(Lashermes et al., 1997). Les analyses phylogénétiques de ces don-
nées moléculaires suggerent une explosion radiative récente (large-
ment postérieure a la dislocation du Gondwana) et I’existence d’au
moins 5 groupes phylogénétiques relativement peu différenciés.
Ces groupes d’especes de caféiers (Coffea sous-genre Coffea) cor-
respondent globalement a des ensembles biogé€ographiques : zone
guinéo-congolaise (deux groupes), Afrique de I’Est, et Madagascar
et les iles Mascareignes (fig. 2). Aucune différence n’a été mise en
évidence entre I’ADNcp de C. arabica et celui de certaines acces-
sions diploides (C. eugenioides, C. sp. Moloundou). Par ailleurs, la
séquence ITS2 (type majoritaire) de C. arabica apparait proche de
celles des espéces du groupe des « canephoroides » (C. brevipes,
C. canephora, C. congensis...).

Une origine allotétraploide

Plusieurs approches complémentaires ont été conduites afin de
caractériser et de déterminer I'origine du génome de C. arabica
(Lashermes et al., 1999). Le polymorphisme nucléaire a été analysé
par RFLP en utilisant des sondes spécifiques de locus. Les all¢les
présents chez C. arabica ont été recherchés au sein des espéces
diploides. Par ailleurs, 1’hybridation génomique in situ (GISH) qui
consiste en I’hybridation des chromosomes métaphasiques d’une
espéce donnée par I’ADN total d’'une autre espece, a été utilisée
(fig. 3). Le génome de C. arabica apparait constitué par 1’associa-
tion de deux génomes diploides (dénommés C3 et E2). Les diffé-
rents résultats indiquent que cette espéce résulterait d’une
hybridation récente entre deux espéces diploides de caféier proches
des especes actuelles C. eugenioides (parent femelle) et C. cane-
phora (parent méle).
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(Cros et al.,

1998). Les mutations supportant chaque branche

sont indiquées par des barres ; les barres pleines représentent
les caractéres non-homoplasiques. Les lettres suivant les clades
indiquent la distribution géographique des espéces concernées :
W (Afrique de 'Ouest), E (Afrique de FEst), C (Afrique centrale)
et M (région malgache).
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a) Chromosomes métaphasiques de C. arabica
suite & une hybridation in situ multi-couteur (GISH)
utilisant simultanément 'ADN des génomes

de C. canephora

et C. eugenioides comme sondes ;

b) Représentation schématique
montrant le classement proposé des chromosomes
en deux groupes (Lashermes et al., 1999).
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Un mode d’hérédité disomique
da a un contréle génétique des appariements

L’espece C. arabica présente un comportement méiotique compa-
rable a celui des especes diploide avec la formation prépondérante
de bivalents (Grassias et Kammacher, 1975). Par I’analyse, a plu-
sieurs locus RFLP, des ségrégations au sein d’une population F,
(fig. 4), un mode d’hérédité disomique a été établi chez C. arabica
(Lashermes et al., 2000 a). A la méiose, les chromosomes homo-
logues (i.e. appartenant au méme sous-génome) s’ apparieraient de
fagon systématique pour former des bivalents. L.e comportement
méiotique d’un hybride interspécifique Arabusta (C. arabica x
C. canephora 4x) a aussi été étudié a travers la ségrégation de mar-
queurs moléculaires. Bien que la formation de bivalents soit privi-
légiée (Grassias, 1980), une ségrégation de type polysomique a été
démontrée chez 1’ Arabusta (Lashermes et al., 2000 a). Le contréle
des appariements entre chromosomes, présent chez C. arabica, est
inopérant au sein de ’hybride Arabusta, rendant les associations
chromosomiques aléatoires. Ce résultat a notamment permis de sug-
gérer que le comportement méjotique de type diploide observé chez
C. arabica ne serait pas la conséquence d’une différenciation géno-
mique mais di a un contrdle génétique.

Descendance F2 (Et 30 x Caturra)

urra
A

Alléle C2

B
-
-

Allele Ea |

| Figure 4

Hérédité de type disomique chez C. arabica :

exemple de ségrégation a un locus RFLP (gA6)

au sein d'une descendance F, (Lashermes et al., 2000 a).
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NBS (Nucleotide Binding Site),
LRR (Leucine Rich Repeat), 12C1
TIR (Toll-Interleukin Receptor), Mi N

lDiversification des génes
de résistance au sein des caféiers

Dans le cadre de la résistance geéne-a-géne, de nombreux génes de
résistance aux maladies (génes-R) ont été clonés (Richter et Ronald,
2000 ; Noir et Lashermes, 2000). Bien que ces génes aient été isolés
de diverses especes végétales et qu’ils soient dirigés contre des agents
pathogenes variés, les produits déduits de leur séquence respective
révelent des similarités structurales (fig. 5 ; Hammond-Kosack et
Jones, 1997). Par ailleurs, la caractérisation moléculaire de ces génes
a montré que les génes-R sont généralement membres de familles
multigéniques. Ils sont le plus souvent associés 4 des séquences
homologues en un ou plusieurs clusters (Young, 2000). L’analyse de
ces clusters montre I’implication dans I’évolution des génes-R de dif-
férents mécanismes, tels que les duplications, les recombinaisons, la
conversion de génes ou encore les substitutions. Ces mécanismes
seraient a ’origine de nouvelles spécificités de résistance en réponse
a I’évolution de la pression parasitaire (Ellis ez al., 2000).

apoplasme
1 Figure 5
Représentation
schématique
et co-localisation 7, g s~
des domaines protéiques -
conservés au sein
des produits de génes NBS
de résistance clonés.
Cing principaux
domaines peptidiques LRR
conservés ont été
distingués :

Ser/Thr kinase

Cytoplasme

L6

LZ (Leucine Zipper) RPM1  RPP5

et Sérine/Thréonine Kinase. RPS2
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Les génes de type NBS-LRR constituent la principale classe de
génes-R clonés chez les plantes. Des motifs peptidiques consensus
des domaines NBS ont été identifiés (Meyers et al., 1999). Ceux-ci
rendent possible, par amplification PCR, d’isoler des séquences
analogues de génes-R (AGR). Des amorces oligonucléotidiques
dégénérées et non dégénérées ont été définies sur la base des motifs
P-loop et GLPL, observés au sein des domaines NBS des génes-R
clonés (Shen et al., 1998). Ces amorces ont été utilisées lors d’am-
plification par PCR d’ADN génomique des espéces C. arabica et
C. canephora. Les produits amplifiés ont été clonés puis séquencés.

Différents critéres (i.e. cadre de lecture ouvert, présence de trans-
crits, motifs intermédiaires caractéristiques de domaines NBS des
génes-R) ont permis de montrer qu'une quarantaine de ces clones
correspondent 4 des AGR. L'étude des séquences d’AGR de caféier
met en évidence leur grande diversité. Leur classification permet de
distinguer au moins 8 familles. Par ailleurs, un nombre important de
différents AGR est observé au sein d’un unique individu. Des ana-
lyses phylogénétiques (fig. 6) ont été effectuées a partir des séquen-
ces peptiques déduites des AGR de caféier et des domaines NBS de
geénes-R (isolés chez Arabidopsis, 1a tomate, la pomme de terre, le
poivron, la laitue, le mais et le riz). Les séquences de la majorité des
AGR de caféiers apparaissent étroitement proches de celles de
domaines NBS de geénes-R. D’aprés la distinction entre classes
«TIR » et « non-TIR » des génes-R proposées par Pan ez al. (2000),
tous les AGR de caféiers isolés appartiennent 2 la classe non-TIR de
génes-R. De plus tous les domaines NBS de type non-TIR considé-
rés dans cette analyse (2 I’exception de Dm3) sont associé€s a I’'une
des familles d’AGR de caféier isolés.

En conclusion de cette étude (Noir et al., 2001), il apparait que,
chez le caféier, les séquences codant pour le domaine NBS présen-
tent une évolution intra-famille et lente. Dans le cas de cette plante
pérenne, la capacité de réponse a I’évolution des agents pathogénes
semble étre assurée par le maintien de multiples séquences d’AGR
variées plutdt que par une diversification rapide de ces séquences.
Par ailleurs, les similarités de séquences particuli¢rement impor-
tantes entre les AGR de caféiers et les génes-R isolés d’autres
espéces angiospermes, telles que Arabidopsis, la tomate ou le riz,
suggerent une origine ancestrale commune de ces séquences.
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I Figure 6

Arbre phylogénétique (méthode du Neighbor-Joining) des séquences
peptidiques (région NBS) des AGR de caféiers (en romain) et des
principaux génes de résistance (en italique) clonés (Noir et al., 2001).

l Possibilités d’introgression de
C. arabica par les especes diploides

Le croisement et I’obtention d’hybrides interspécifiques entre I’es-
pece tétraploide C. arabica et les espéces diploides ne constituent
pas un obstacle au transfert de génes par voie sexuée. Aprés dou-
blement chromosomique du parent diploide, des hybrides interspé-
cifiques tétraploides relativement fertiles peuvent étre obtenus
(Van der Vossen, 1985 ; Carvalho, 1988 ; Charrier et Eskes, 1997 ;
Couturon et al., 1998). Nous nous sommes donc plus particuliére-
ment intéressés aux modalités de recombinaisons entre génomes de
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C. arabica et C. canephora au sein de I’hybride interspécifique
tétraploide Arabusta ainsi qu’au sein de lignées d’introgression de
C. arabica dérivant d’hybrides interspécifiques spontanés entre
C. arabica et C. canephora (i.e. I'Hybride de Timor) ou entre
C. arabica et C. liberica (i.e. S$.26).

L’étude des recombinaisons génomiques et chromosomiques a été
abordée chez I’hybride Arabusta par ’analyse de plusieurs locus
dispersés sur le génome de base des caféiers (Herrera et al., 2001).
Pour 1a plupart, ces locus sont des marqueurs RFLP ou microsatel-
lites (Combes et al., 2000) positionnés sur la carte génétique de
C. canephora (Paillard et al.,, 1996 ; Lashermes et al., 2001). On
observe une association au hasard des alléles pour des locus situés
sur des groupes de liaison différents. Ainsi, la formation et 1a trans-
mission de gamétes de type parental, C. arabica ou C. canephora,
ne sont pas significativement favorisées au sein de la descendance
de 'hybride Arabusta. Par ailleurs, pour quelques groupes de liai-
son, les recombinaisons chromosomiques ont pu étre estimées chez
I’ Arabusta. On observe une fréquence significative de recombinai-
sons génétiques, que ce soit entre les deux sous-génomes constitu-
tifs de C. arabica ou entre le génome de C. canephora et les deux
sous-génomes de C. arabica. Bien que des analyses plus approfon-
dies soient nécessaires, I’hybride Arabusta semble présenter un
double intérét en tant que « pont » pour le transfert de caractéres
utiles de C. canephora vers C. arabica, mais aussi en rendant pos-
sible les recombinaisons entre les deux sous-génomes de C. arabica.

Prés d’une centaine de lignées d’introgression de C. arabica ont été
analysées a I’aide de marqueurs AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism). Bien que variable selon la lignée considérée (fig. 7),
on observe généralement un nombre important de marqueurs intro-
gressés provenant de C. canephora ou C. liberica au sein de ces
lignées (Bertrand et al. 2001 ; Lashermes et al., 2000 b ; Prakash ez
al., 2001). De plus, ’analyse de la distribution de ces marqueurs
parmi les lignées suggére des événements de recombinaisons géné-
tiques au sein. des fragments chromosomiques introgressés.
Toutefois, la distribution génomique et le devenir de ces introgres-
sions au cours des générations de rétrocroisements ainsi que leur
impact sur la fertilité et la qualité du café produit par les génotypes
arabica introgressés restent 3 étudier.
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Nombre de marqueurs AFLP associés au processus d'introgression
au sein de différentes lignées dérivées d'un hybride interspécifique
spontané (i.e. 'hybride de Timor) entre C. arabica et C. canephora
(Lashermes et al,, 2000 b). Deux types de marqueurs sont distingués .
les bandes additionnelles (i.e. jamais observées chez C. arabica)

et les bandes absentes (i.e. toujours présentes chez C. arabica).

l Conclusions

La valorisation intensive et rationnelle des ressources génétiques
implique le développement de nouvelles méthodes intégrant de
maniére pertinente |’avancement des connaissances scientifiques.
Notamment, le contrdle du processus de recombinaison génétique
apparait de plus en plus comme I’élément clé des stratégies d’intro-
gression. Les situations facilitant les recombinaisons génétiques
doivent étre recherchées afin de dissocier les génes a introgresser,
des génes ou structures défavorables a éliminer. Chez le caféier
comme chez la plupart des especes cultivées, une meilleure com-
préhension des mécanismes régissant les recombinaisons géné-

N

tiques entre génomes (notamment & [’échelle interspécifique)
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apparait donc indispensable au développement de stratégies effi-
caces d’introgression. La mise en évidence d’un contr6le génétique
des appariements chez C. arabica constitue une étape importante.
Toutefois, des études complémentaires sont nécessaires afin de pré-
ciser son déterminisme génétique, son mode d’action et I’origine de
son inhibition chez I’hybride Arabusta.

L’identification par des marqueurs moléculaires des zones chromo-
somiques a introgresser présente aussi un grand intérét (Melchinger,
1990 ; Young, 1999). Notamment, le développement de sélection
assistée par marqueurs permet de prévoir la valeur génétique d’un
individu sans évaluation du caractre ciblé, et de diriger la combi-
naison du maximum de segments favorables dans un méme géno-
type. De plus, les marqueurs moléculaires donnent la capacité de
détecter les rares individus chez lesquels les associations défavo-
rables ont pu étre rompues par recombinaison génétique. Dans le cas
du caféier Arabica, I’étude et I'identification de génes de résistance
aux maladies et ravageurs présentent un intérét considérable. Le
développement de programme de sélection assistée par marqueurs
est en cours de réalisation. A plus long terme, le clonage de génes
de résistance ainsi que leur transfert par transgénése sont aussi envi-
sagés. Les connaissances sur les mécanismes et génes de résistance
d’un certain nombre de plantes ou organismes « modeles »
(e.g. Arabidopsis, Glazebrook et al., 1997 ; Meinke et al., 1998) ont
fortement progressé au cours des demiéres années. L'utilisation de
ces informations offre de nouvelles perspectives pour une plante
comme le caféier et devrait permettre des avancées importantes.
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