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Le café est un produit de consommation international, se rangeant parmi les cing
exportations agricoles les plus importantes des pays en voie de développement (Food and
Agriculture Organization, http://apps.fao.org). La production et le traitement du café
emploient plus de 25 millions de personnes dans le monde entier (O'Brien et Kinnaird
2003), ce qui en fait un enjeu économique majeur. La production commerciale de café
repose principalement sur deux especes étroitement liées: Coffea arabica et Coffea
canephora, qui comptent respectivement pour 70 et 30% de la production de café dans le
monde (International Coffee Organization, http://www.ico.org). Coffea arabica
(2n=4x=44) est I’unique espéce allotétraploide du genre contenant deux sous génomes

provenant d’especes diploides (2n=2x=22), C. eugenioides et C canephora.

La pression phytosanitaire importante au niveau des zones d’exploitation du café constitue
une contrainte sérieuse en caféiculture. Cette pression s’exerce tout particulierement sur C.
arabica dont les variétés les plus cultivées se sont avérées sensibles a la plupart des
maladies et parasites du caféier, tel que la rouille orangée, les nématodes ou encore le
scolyte des baies. L’amélioration génétique de C. arabica est basée principalement sur
I’exploitation des ressources génétiques des caféiers diploides. Elle consiste a introduire au
sein des variétés cultivées, des genes d’intérét a partir des especes diploides. Les hybrides
interspécifiques, artificiels ou naturels, sont des relais pour le transfert de caractéres

agronomiques par rétro-croisements sur C. arabica.

Le développement de lignées résistantes, notamment a la rouille, a fait I’objet de
programmes de sélection généalogique qui ont duré plus de quarante années. Or, en
comparaison de variétés traditionnelles, la majorité des lignées sélectionnées presentent
une proportion importante de défauts des grains et une baisse de la qualité a la tasse.
L’analyse des résultats de cette sélection montre qu’il est difficile de parvenir a conserver
le ou les caractéres introgresses tout en réduisant les effets défavorables de I’introgression.
Le transfert de nouvelles résistances dans les variétés cultivées rend nécessaire le controle
des fragments chromosomiques hérités du parent sauvage pour réduire I’effet négatif de
I’introgression sur la qualit¢ du café. Aux contraintes de sélection s’ajoute le
contournement par les agents pathogénes de la résistance des plantes. L’amélioration de C.
arabica requiert aujourd’hui la recherche de nouvelle source de résistance en particulier
pour la résistance a la rouille et le développement de marqueurs pour la mise en place de

programme de sélection assistée par marqueur.
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Dans ce contexte, la cartographie des génes de résistance a la rouille au sein du genre
Coffea, et I’identification au sein des espéces sauvages de caféiers de nouvelles sources de
résistance, en particulier vis-a-vis de la rouille, constituent les objectifs majeurs des

programmes d’amélioration de la principale espece d’intérét agronomique, C. arabica.
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Figure 1. Classification phylogénétique de 32 taxons de caféiers, sur la base du polymorphisme
de ’ADN nucléaire ribosomal et distribution géographique des principaux groupes de la

classification (Lashermes et al. 1997).
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1 LE CAFEIER

1.1 Les caféiers : une grande famille

Les caféiers appartiennent a la famille des Rubiaceae qui comporte plus de 6000
especes. Ce sont des plantes pérennes présentant une taille tres variable qui peut aller de
petits arbustes jusqu’a des arbres d’environ dix metres. Dans cette famille, les caféiers
constituent la tribu Coffeeae caractérisée par une placentation dite « cofféenne », ou la
partie ventrale de I’aloumen des graines forme une invagination. Aujourd’hui nous
considérons deux genres : le genre Coffea L. subdivisé en deux sous-genre Coffea et
Baracoffea; et le genre Psilanthus spp. lui méme divisé en deux sous-genre Psilanthus
et Afrocoffea. Des différences au niveau de la position des fleurs et du mode de
développement sont a I’origine de cette séparation (Leroy 1980; Bridson 1987; Bridson
et Verdcourt 1988). Le genre Coffea sous genre Coffea, qui comprend plus de 113
taxons (Davis et al. 2006), est essentiellement représenté par les deux principales
espéces cultivées: C. arabica et C. canephora. Dans notre étude, la terminologie

caféiere s’appliquera au genre Coffea sous genre Coffea.

1.1.1 Phylogénie des caféiers du genre Coffea

Le développement des outils d’analyse moléculaire a permis de structurer les espéces du
sous genre Coffea. Les variations de I'ADN chloroplastique et nucléaire de taxons
représentatifs du genre Coffea sous-genre Coffea ont été étudiées. Les analyses
phylogénétiques des données moléculaires a partir des deux génomes analysés (e.g.
nucléaire et chloroplastique) suggérent une explosion radiative récente et I'existence
d'au moins 5 groupes phylogénétiques relativement peu différenciés. Ces groupes
d’especes de caféiers (Coffea sous-genre Coffea) recouvrent les trois ensembles
biogéographiques: zone guinéo-congolaise (2 groupes), Afrique de I’Est (1 groupe), et

Madagascar, I’archipel des Comores et les Tles Mascareignes (1 groupe) (Figure 1).

1.1.2 Caractéristique et origine des caféiers

Les especes du sous genre Coffea sont toutes diploides (2n = 2x = 22) a I’exception de

I’espece C. arabica qui est tétraploide (2n = 4x = 44). L’analyse des caryotypes des 11



Figure 2. Origine de 1’espéce allotetraploide Coffea arabica
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chromosomes du genome de caféier, rapportée par Sybenga (1959), met en évidence
I’existence d’un génome de base composé de 11 chromosomes (n=11) présentant une
taille moyenne réduite (1 a 3 um) et peu variable. En revanche la quantité d’ADN
nucléaire est treés variable entre les différentes espéces de caféier, avec des valeurs
comprises entre 0,95 et 1,78 pg par noyau. Coffea arabica avec le double de
chromosomes présente 2,61 pg d’ADN (Cros et al. 1995), pour un nombre de base
approximatif de 950Mb (Anthony et Lashermes 2005).

Une origine amphidiploide est suggérée pour I’espéce C. arabica (Carvalho 1950;
Grassias et Kammacher 1975). Par des approches moléculaires et notamment
I’utilisation de marqueurs chloroplastiques et ribosomiques (Berthou et al. 1983,
Lashermes et al. 1995; 1997; Cros et al. 1998), il a été possible de confirmer la présence
d’une forte affinité entre C. arabica et des especes du groupe des diploides originaires
d’Afrique centrale et de I'ouest (C. eugenioides, C. canephora, C. congensis, C.
brevipes et Coffea sp. « Mouloundou »). Une étude plus approfondie appuyée sur des
analyses RFLP (en utilisant des sondes spécifiques de locus) et cytogénétiques (par
hybridation de I’ADN génomique des especes potentielles avec les chromosomes
d’arabica) a permis de démontrer la présence de deux lots de chromosomes Ea et Ca,
qui proviendraient respectivement de formes ancestrales des especes actuelles C.

eugenioides (parent femelle, Génome Ea) et C. canephora (parent méle, génome Ca).

Ainsi I’hybride ancestral tétraploide pourrait résulter de croisements interspécifiques
faisant intervenir des diplo-gametes (2n) dont la formation aurait été favorisée par des
conditions climatiques particulieres (Figure 2). Il est possible aussi que la
polyploidisation ait eu lieu aprés la formation d’un hybride interspécifique diploide
suivie d’un doublement chromosomique. Les variations climatiques importantes
pendant le quaternaire et leurs implications sur la distribution des différentes espéces de
caféiers rendent difficiles I’interprétation de I’origine géographique de C. arabica.
Toutefois, Lashermes et al. (1999) ont suggéré le versant nord-ouest du rift africain
comme zone d’origine possible de C. arabica, zone géographique ou les especes
parentales C. canephora et C. eugenioides se seraient chevauchées. Par la suite, I’espece
C. arabica aurait colonise la région comprenant le sud du Soudan, le Nord du Kenya et

le sud-ouest de I’Ethiopie qui est considéré comme son centre de diversité.

11



Figure 3. Représentation schématique des principales étapes dans I’histoire de la culture du

caféier extrait de Anthony et al. 2002.
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1.2 C. arabica, génétique et amélioration

L’espéce C. arabica differe des espéces diploides par son mode de reproduction.
Considérée comme espece autogame, C. arabica présente cependant un faible
pourcentage de pollinisation croisée (5 a 15%). En revanche les espéces diploides sont
dans une trés grande majorité autostériles a fonctionnement allogame stricte.
L’allogamie semble résulter d’un systéeme d’incompatibilité génetique. Chez C.
canephora, le systeme d’incompatibilité est de type gamétophytique, contrélé par un
locus S multi-allélique (Berthaud, 1980; Lashermes et al. 1996b).

Les principales variétés de C. arabica cultivées en Amérique latine (Caturra, Catuali,
Mundo Novo) hautement productives donnent un café réputé de bonne qualité. Elles
furent sélectionnées a partir de I’étroite base génétique dispersée au début du XVI11°m
siecle (Figure 3) par les puissances coloniales. Cependant, en conséquence du nombre
extrémement réduit d’individus fondateurs a I’origine des caféiers en plantation a
travers le monde, ainsi que du mode de speciation de C. arabica, les variétés cultivées
présentent une trés faible diversité génétique (AFLP et SSR : Anthony et al. 20023;
AFLP: Steiger et al. 2002; RAPD: Sera et al. 2003; Chaparro et al. 2004). Cette

caracteéristique rend la culture de C. arabica particulierement vulnérable aux aléas.

L’amélioration génétique de I’espéce C. arabica est basée principalement sur
I’exploitation des ressources génétiques des caféiers diploides. Elle consiste a introduire
plus de variabilité génétique au sein des variétés cultivées de I’espéce, par introgression
d’ADN des especes diploides. Le croisement et I’obtention d’hybrides interspécifiques
entre I’espéce tétraploide C. arabica et les especes diploides ne constituent pas un
obstacle au transfert de genes par voie sexuée. Apres doublement chromosomique du
parent diploide, des hybrides interspécifiques, et intergénériques, tétraploides
relativement fertiles peuvent étre obtenus (Van der Vossen 1985; Carvalho 1988; Le
Pierres 1995; Charrier et Eskes 1997; Couturon et al. 1998). L’analyse génétique de ces
hybrides et de leurs descendants a montré une fréquence importante de recombinaisons
génétiques entre génomes et un niveau élevé d’introgression (Lashermes et al. 2000b;
Herrera et al. 2002a et b; Prakash et al. 2002). Le caféier C. arabica est sélectionné
essentiellement par la méthode généalogique et par rétro-croisements. Bien que la
sélection généalogique nécessite plus de trente années pour I’obtention de lignées chez

le caféier (e. g. un cycle d’une génération dure au moins 4 ans), elle s’est avérée

12



Tableau 1. Exemples de caractéres d’intérét agronomique identifiés au sein d’espéces

diploides de caféiers ou de formes sauvages de Coffea arabica.

Caracteres d’intérét agronomique

Sources de diversité

Références

Sources de résistance aux maladies
et ravageurs

- Perileucoptera coffeela

- Hemileia vastatrix

- Colletotrichum kahawae
- Meloidogyne exigua

- Meloidogyne paranaensis
- Meloidogyne incognita

- Meloidogyne arabicida

oo

OO0

. racemosa
. canephora,

. liberica, C. pseudozanguebariae,
. eugenioides

. canephora

. canephora, C. racemosa

Formes sauvages d’arabica, C.
canephora
Formes sauvages d’arabica, C.
canephora
Formes sauvages d’arabica, C.
canephora

Carvalho et al. 1988

Berthaud et Lourd, 1982
Kushalappa et Eskes, 1989
Montagnon et Leroy, 1993
Rodrigues Jr. et al. 1975
Rodrigues Jr., 1990

Van der VVossen, 1997

Bertrand et al. 1999; Anthony et
al. 2002b

Anthony et al. 2002b

Anzueto et al. 2001

Anthony et al. 2002b

Stérilité male

Formes sauvages de C. arabica

Dufour et al. 1997

Durée du cycle de maturation des
fruits

C.

congensis, C. canephora

Données non publiées

Composition biochimique des
graines

C.

pseudozanguebariae

Mazzafera et Carvalho, 1992

Adaptation aux sols hydromorphes C. congensis Charrier et Vigreux 1972
Tolérance a la sécheresse C. racemosa Guerreiro-Filho, 1972
Tolérance aux basses températures  C. congensis Ahmad et Vishveshwara, 1980
Rusticité C. canephora Capot, 1977

C

Productivité

. canephora, C. arabica, C.

liberica

Capot, 1977; Carvalho et al.
1978.

Granulométrie des grains

C.

canephora, C. arabica

Le Pierrés, 1995
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efficace pour améliorer la production, la vigueur et la résistance aux maladies de C.
arabica, tout en conservant les caractéristiques du café arabica (Charrier et Eskes 1997).
Les hybrides interspécifiques, artificiels ou naturels, servent de relais pour le transfert

de caractéres agronomiques par rétro-croisements avec C. arabica.

Les caféiers subspontanés du centre primaire de diversité de C. arabica constituent une
importante ressource genétique (Chaparro et al. 2004; Moncada 2004). Toutefois, la
diversité génétique présente au sein de ce matériel végétal reste limitée, et I'exploitation
des ressources génétiques que représentent les espéces diploides de caféiers apparait
incontournable. Ces deux principales ressources représentent un réservoir de diversité
génétique essentiel pour I’amélioration de C. arabica dans une perspective de
développement durable (Tableau 1) (Carvalho, 1988; Anthony et al. 1999).

De nombreuses variétés lignées (e. g. Catimor, Sarchimor, ICATU, variété Columbia)
ont été créées. Au cours des derniéres années, une stratégie de valorisation plus rapide
de ces lignées sélectionnées a été de créer des variétés hybrides (Van der Vossen 2001).
Les premiéres variétés hybrides ont été obtenues par croisement en conditions de
pollinisation contr6lée (manuelle) entre 2 lignées ou 2 pools de lignées de caféiers (e. g.
Ruiru 11). Plus récemment, des variétés hybrides F1, diffusées par multiplication
vegétative in vitro (embryogenése somatique) d’arbres hybrides, ont été proposées
(Bertrand et al. 1999; Etienne et al. 2002).

1.2.1 Les ressources génétiques chez C. arabica

Les principales collections actuelles de ressources genetiques des caféiers sont issues
des prospections réalisées a partir du début des années 60. En ce qui concerne I’espéce
C. arabica, les plus importantes prospections ont été réalisées entre 1964 et 1966 en
Ethiopie (FAO 1969; Guillaumet et Hallé 1967). Actuellement il existe 10 collections
majeures pour les caféiers arabica dans un nombre égal de pays appartenant aux trois

continents, Afrique, Amérique, Asie.

1.2.2 Les ressources génétiques chez les espéces diploides

La collection d’espéces diploides fut motivée par la destruction rapide des écosystemes

forestiers africains. Comme résultat des prospections réalisées entre 1960 et 1987,
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20000 caféiers sylvestres ont été recensés (Anthony 1992). Néanmoins, la plus grande
partie de la diversité génétique se retrouve au sein des collections de caféiers diploides
dont les plus importantes sont celles de la Cote d’Ivoire et Madagascar (Anthony et al.
1999). La diversité génétique des especes diploides représente ainsi un intérét
agronomique majeur (Berthaud et Charrier 1988). Notamment, I’espece C. canephora
dont la mise en culture reste récente (e. g. il y a un siécle environ), est particulierement
intéressante. Les cultivars de cette espéece, en dépit d’une qualité a la tasse moindre
comparée a celle du café Arabica, se caractérisent par une bonne adaptation a basse
altitude, une importante vigueur, une productivité élevée et la résistance vis a vis de

divers agents pathogenes du caféier.

1.2.3 Les hybrides interspécifiques

Un autre matériel génétique important est constitué par les hybrides spontanés qui sont
apparus lorsque des populations de C. arabica et de caféiers d’espéces diploides comme
C. canephora ont éte cultivées ensembles. L’Hybride de Timor (HdT), notamment, a été
identifié au sein d’une plantation de C. arabica (plantée en 1927) sur I’fle de Timor en
Indonésie (Bettencourt 1973). Les analyses génétiques et moléculaires, de cet hybride et
de ses descendants, ont démontré que I’HdT est issu d’un croisement interspécifique
spontané entre C. arabica et C. canephora (Bettencourt 1973; Gongalves et Rodrigues
1976; Lashermes et al. 2000b). Les descendants de I’HdT, largement diffusés a travers
le monde, ont été tres exploités dans les programmes d’amélioration des caféiers ces 50
derniéres années. lls constituent la principale source de résistance aux maladies et
ravageurs du caféier, en particulier, vis-a-vis de la rouille orangée, de Colletotrichum
kahawae et des nématodes a galles du genre Meloidogyne (Bertrand et al. 2001; Van der
Vossen 2001).

1.3 Les objectifs de I’'amélioration

Les objectifs de sélection propres a la culture de Coffea arabica sont directement liés
aux problémes biologiques associés aux systéemes de culture, aux contraintes

économiques ainsi qu’aux exigences commerciales.

La culture de C. arabica présente différentes caractéristiques :
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- Caractéristiques relatives aux zones de culture

D’une part, certaines zones de haute montagne difficiles d’accés ne permettent pas
I’application des traitements fongiques. D’autre part, la faible disponibilité en terres
agricoles nécessite une intensification de la culture et donc la recherche de gains de
productivité. Dans cette optique, les producteurs souhaitent globalement multiplier les
variétés naines et vigoureuses (e. g. cv Caturra) afin de cultiver a haute densité et sans

ombrage.
- Caractéristiques relatives aux exigences des consommateurs

La demande en café gourmet ou encore café « terroir » se fait croissante. Par ailleurs,
les consommateurs soutenus par les producteurs, exercent une forte pression
commerciale par I’aspiration a une caféiculture "plus biologique™ : un café exempt de
résidus de produits phytosanitaires et une réduction des intrants au niveau des

plantations. Le consommateur aspire aussi a plus de choix.

Ces contraintes multiples soulignent la nécessité de développer de nouvelles variéetes,

présentant la ou les qualités suivantes :
- Une résistance aux maladies existantes
- Une productivité au moins égale a celle des meilleures lignées actuelles
- Une qualité organoleptique comparable ou supérieure aux meilleurs C. arabica
- Une rusticité assurant une bonne stabilité de production
- Une fertilité parfaite
Notre étude sur I’amélioration de C. arabica porte sur sa résistance face au pathogéne
Hemileia vastatrix responsable de la rouille des feuilles.
2 LA RESISTANCE A LA ROUILLE ORANGEE

La rouille des feuilles ou rouille orangée est I’une des plus graves maladies du caféier
causée par le champignon Hemileia vastatrix. Elle I’est par son étendue géographique;

d’abord confinée en Afrique, elle s’est étendue en Asie, et a atteint le continent latino
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ameéricain en 1970, puis s’y est répandue partout en moins d’une quinzaine d’années.
Elle concerne tous les pays producteurs de café, exceptés Hawai et I’ Australie. Elle I’est
aussi par I’'importance des dégats, souvent illustrée par le cas extréme de Ceylan ou la
caféiculture a disparu du fait des attaques de cet agent pathogene (Berkeley 1869). Les
pertes de production dues a la rouille sur I’arabica sans traitement sont estimées a 30%
(Monaco 1977). Elle I’est enfin par les problémes posés pour la combattre par la voie
des traitements chimiques colteux et difficiles a exécuter dans les zones montagneuses
ou se cultive C. arabica qui est I’espéce la plus vulnérable et la plus cultivée. Pour
toutes ces raisons, la rouille orangée du caféier a toujours été une source de
préoccupation pour les pays producteurs d’Arabica et tout particulierement pour les
pays latino-américains dont I’économie est trés dépendante du café et ou le matériel
végétal cultivé avait jusqu'a présent une base génétique trés étroite (puisque résultant
d’une seule introduction de C. arabica).

2.1 Biologie et physiologie des rouilles orangée du caféier

2.1.1 Le genre Hemileia vastatrix

La rouille orangée est une maladie des caféiers causée par un champignon biotrophe
basidiomycéte appartenant a I’ordre des Urédinales et la famille des Pucciniacées. Le
genre Hemileia se caractérise par I’absence d’écidiospores et de pycnidiospores, les
téleuspores et les basidiospores sont peu frequentes (Gopalkrishnan 1951). Les
urédospores sont équinolées dorsalement et lisses ventralement. Les téleuspores et les
basidiospores n’infectent pas le caféier; Ceci laisse supposer qu’il existe un hote
intermédiaire de la rouille orangée (Kushalappa et Eskes 1988; 1989). Toutefois, jusqu'a
aujourd’hui aucun hote secondaire n’a pu étre révelé. En I’absence d’hote secondaire, le
cycle de multiplication d’Hemileia vastatrix se décline en urédospores qui contaminent
la surface des feuilles, produisant un tube germinatif a I’extrémité duquel se différencie
un appressorium. Celui-ci va alors émettre un hyphe infectieux qui pénétre par les
stomates pour coloniser la cavité sous-stomatique et produit une cellule meére de
I’haustorium. De toute évidence, il n’existe pas de parasexualité chez H. vastatrix. Le
plus probable est que seule la mutation soit a I’origine de la variation du pouvoir
pathogéne des rouilles (MclIntosh et Watson 1982).
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Figure 4. Développement des urédospores a la face abaxiale d’une feuille de caféier

Tableau 2. Liste des génotypes de caféier pour 1’étude des races d’H. vastatrix du caféier

(Bettencourt 1981; Bettencourt et Rodriguez 1988)

Génotype des résistances Hotes différentiels Groupes physiologiques
Sy ? Matari B
Sy 1 Dilla & Alghe o
Sy 1,4 134/4- S 12 Kaffa I
Su 1,5 87/1- Geisha C
Su 1,6 H 468/23 5
Su 1,2,5 1006/10-KP532(pl31) L
Su 1,3,5 H 15372 zZ
Sy 1,4,5 635/3- S 12 Kaffa w
Su 1,4,6 H 539/8 8
Su 1,5,6 H 538/29 7
Sy 1,2,3,5 H 150/8 v
Sy 1,2,4,5 HW 17/12 o
Sy 1,3,4,5 H 148/5 U
Su 1,2,3,4,5 HW 18/21 S
Su 2,5 DK &/6 D
Su 2,35 34/13- S 353 4/5 H
Su 2,4,5 H 152/3 Y
Su 2,5,6 H 537/18 6
Su 2,3,4,5 H 1471 T
Su 2,3,5,6 H535/10 9
Su 3,5 S288-23 G
Su 3,4,5 H 1511 X
Sy 3,5,6 H 581/17 10
Sy 4 S12 Kaffa Y
Su 4,5 110/5- S4 Agaro J
Sy 4,5,6 H 583/5 11
Su s Bourbon E
Su 5,6 H 440/7 4
Su5,70uSy5,7,9% 7960/15 Sans désignation
Su 5,6,9 H 419/20 3
Su 5,8 H 42072 2
S 5,6,7,9 H420/10 1
Sy 6,7 832/1- H. Timor A
Sy ? H. Kawisari M
No Sy C. racemosa F
Sy 6,? H420/10** 1

& Ce génotype attend confirmation
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Les effets environnementaux sur le développement de la maladie sont la pluie, la
température, la charge fructifere, I’inoculum résiduel, la période de récolte (Bock 1962;
Chalfoun 1979; Kushalappa et Eskes 1989). Dans la nature, les facteurs limitants pour
la germination et la pénétration sont la sécheresse prolongée et les vents qui séchent
rapidement la face inférieure des feuilles apres les rosées et les brouillards. Les attaques
de I’H. vastatrix débutent par I’apparition de petites taches translucides sur les feuilles
des arbustes infectés. Ces taches, dont le diamétre s’accroit, jaunissent et apres quelques
jours, se forment a la surface inférieure du limbe, de petits groupes de corps granuleux
de couleur orangé rouge, fait d’un grand nombre d’urédospores (Figure 4) (Silva et al.
1999). La couleur orangée des urédospores (abaxial) vient de la présence dans leur
protoplasme de nombreuses gouttelettes huileuses fortement colorées (lipochromes)
(Roger 1951). Une attaque sévere se traduit par une défoliation de I’arbre. Une
observation en coupe, montrera un mycélium intercellulaire abondant dans le
parenchyme lacuneux. Les hyphes émettent de fins filaments qui percent les parois
cellulaires et se gonflent a leurs extrémités pour former des haustoria ovoides et

piriformes (Silva et al. 1999).

2.1.2 Caractérisation de la résistance du caféier a la rouille orangée

Les premiers travaux sur la rouille orangée furent réalisés par Mayne en 1932 sur la
variété Kent’s. Le travail de Mayne permit d’identifier 4 races de rouille, qui posérent
les bases de I’étude initiée au Portugal par Oliviera dans les années 50 au CIFC (Centro
de Investigacoes das ferrugens do Cafeeiro). L’école portugaise a mis en évidence une
résistance de type verticale tel que définie par Van der plank (1978). Cette résistance
hote de type qualitatif (géne - pour - géne) (Flor 1971) repose sur la présence chez le
caféier d’un petit nombre de facteurs majeurs dominants Sy. Les génotypes de caféier
ont aussi été classés en groupes de résistance ou groupes physiologiques par rapport a
leurs interactions avec les différentes races du pathogene de la rouille (Bettencourt et al.
1965; Bettencourt et Rodriguez 1988; Tableau 2). La plupart des échantillons incluant
les cultivars traditionnels Bourbon et Typica mis a I’épreuve appartiennent au groupe E
(SH5) sensibles a la plupart des races. Les individus présents dans le groupe A (ex:
hybride du Timor) expriment une résistance face a toutes les races de rouille identifiées
a ce jour (D’Oliveira et Rodrigues 1961) et les autres se repartissent dans divers groupes
(Tableau 2).
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Les génotypes utilisés pour classer les groupes de résistance sont appelés différentiels.
Les différentiels sont constitués de variétés de C. arabica et C. canephora et pour le
plus grand nombre d’hybrides spontanés ou artificiels collectés dans le monde. Les
races sont celles collectées sur le méme lieu ou non que les différentiels. Un minimum
de 18 différentiels et 45 races ont ainsi été obtenus de différents pays et sont maintenus
par le CIFC (Varzea et al. 2002; Varzea et al. 2005). Sur les neuf facteurs de résistance
identifiés, C. arabica porte les facteurs Syl, Sy2, Sp4 et Sy5, C. canephora : Sy6, Sh7,
Sn8 et Sy9 et C. liberica Sy3 (Noronha-Wagner et Bettencourt 1967; Bettencourt et
Noronha-Wagner 1971; Bettencourt et al. 1980). Il est ainsi possible a partir de la
collection des races d’Hemileia vastatrix de déterminer les groupes physiologiques

auxquels appartient un caféier quelle que soit son origine.
2.2 La lutte contre la rouille

La race 11, la plus fréquemment rencontrée, représente 58% de tous les isolats examinés
pour la virulence de 32 pays, suivi de la race | (14%), 11l (9%) et XV (4%) (Eskes
1989).

2.2.1 La lutte chimique

Une méthode de lutte chimique contre la rouille & partir de chaux soufrée fut d’abord
mise en place par Marshall Ward a Ceylan, puis cette méthode a été re-développée et
utilisée en Inde, au Kenya et plus récemment au Brésil, en utilisant principalement des
fongicides a base de cuivre (Rodriguez et al. 1975). La lutte chimique contre la rouille
orangée est un moyen performant, et reste fréguemment utilisé en Amérique latine
(Avelino 2002). Toutefois dans un contexte économique difficile (un colt de 10 & 20%
du prix de production) et face a la demande du marché pour des produits
écologiquement propres, la recherche de variétés résistantes est plus que jamais
d’actualité. De plus, dans certaines régions la localisation géographique des cultures

d’arabica en zone montagneuse rend la lutte chimique impossible.

2.2.2 Les sources de résistance naturelles et artificielles

La recherche de plants résistants pour I’amélioration de la résistance des variétés aux

attaques de la rouille orangée remonte a 1875. Les premiéres prospections de plants
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Tableau 3. Hybrides interspécifiques spontanés ou artificiels avec Coffea arabica

Espéces parentales (femelle x male) Variétés Sou Années Provenance
développées A*

C. arabica x C. liberica Kalimas S 1899 Indonésie

C. arabica x C. liberica Kawisari S 1899 Indonésie

C. arabica x C. canephora Bogor Prada| S 1914 Indonésie
Hybride

C. arabica x C. canephora L’hybride du Timor S 1917 L’7le du Timor

C. arabica x C. canephora Devamachy S 1930 Inde

C. arabica x C. liberica 526, S288 S 1932 Inde

C. arabica x C. dewevrei C387 S 1935 Brésil

Kent’s x S288 S795 A 1946 Inde

C. arabica x C. canephora dupliqué Arabusta A 1947 Afrique

C. arabica x arabusta Icatu A 1955 Brésil

Caturra Vermelho x Hybride du Timor Catimor, Cauvery A 1980 Portugal

Villa Sarchi x Hybride du Timor Sarchimor A 1980 Portugal

Catuai x Catimor Cavimor A 1980 Portugal

Caturra Amarelo x Sarchimor Cachimor A 1980 Portugal

Caturra Amarelo a Amarelo x Hybride du|Colombia A 1980 Colombie

Timor

*S ou A : Hybrides Spontanés ou Artificiels
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résistants se sont d’abord portées sur C. liberica introduit a Java a partir du Liberia en
1875, puis sur des hybrides spontanés entre C. arabica et C. liberica, enfin sur C.
canephora et les hybrides spontanés avec C. arabica a partir de 1900 (Tableau 3).
Parallélement, la recherche de nouvelles sources de résistance directement chez C.
arabica a été conduite en Ethiopie (avant 1900) ou se situe le bassin d’origine probable
d’H. vastatrix (Eskes 1989). Finalement, il s’est avéré que les hybrides spontanés entre
C. arabica et C. liberica d’abord, puis avec C. canephora donnérent les meilleurs

résultats.

L'Inde a eu une longue histoire d’amélioration de I'arabica pour la résistance a la rouille
dominée par l'apparition répétée de nouvelles races physiologiques de rouille orangée
(Carvalho et al. 1989). Ceci est attribué aux conditions climatiques chaudes et humides
dans les régions productrices de café principalement de I'Inde méridionale, qui sont
favorables a une période de latence courte (temps de I'infection a la sporulation) et a la
multiplication pendant toute I'année du champignon pathogene. Les dérivés indiens de
Devamachy (un hybride spontané de C. arabica x C. canephora semblable a Hybride du
Timor) et des sélections comme S288, qui ont été développées a partir d’hybrides
interspécifiques (C. canephora 2n x C. liberica), puis croisés avec C. arabica, ont
montré une résistance élevée a la rouille tout en associant de bons rendements et une
qualité satisfaisante (Ramachandran et Srinivasan 1979). Toutefois, c’est I’hybride
spontané « hybride du Timor », dont les graines envoyées au CIFC, en 1955, furent
décrites comme tres résistantes a toutes les races de rouille, qui est aujourd’hui a la base
des programmes d’amélioration des arabicas a la rouille orangée dans le monde.
L’exploitation de la résistance de I’hybride de Timor, en croisement avec des variétés
commerciales sensibles a la rouille a abouti a I’obtention de variétés résistantes mises a

la disposition des producteurs. 1l s’agit principalement des Catimors.

Si certains programmes d’amélioration d’arabica ont réussi (ex : la variété Colombia
descendant de I’HdT), I’adaptation des hybrides aux conditions édapho-climatiques
et/ou aux conditions de culture des stations d’essais de quelques pays se révelent
souvent difficile. Ce probleme d’adaptation est a I’origine d’une productivité faible
parfois associée a une qualité inférieure du café - boisson (Gongalves et Rodriguez
1976), ce défaut se retrouve, notamment en Inde, en Tanzanie, au Kenya, en Angola, au

Brésil, au Costa Rica et en Colombie (Bettencourt, 1973; Monaco 1977; Vishveshwara
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1971). De plus, réecemment, I’observation de resistance incomplete a été notée chez la
variété Colombia (dérivant de I’hybride du Timor), qui est pourtant une variété
multilignée constituée d’individus appartenant aux différents groupes physiologiques de
résistance a cet agent pathogéne. Face aux limites intrinseques de I’hybride de Timor
(adaptation aux différents milieux et qualité a la tasse) et a la grande capacité
d’Hemileia a muter, la recherche de nouvelles sources de résistance s’avere plus que

nécessaire.

2.2.3 Les recherches génétiques sur la résistance a la rouille

Prakash et al. (2004) ont défini un groupe de liaison pour le géne Sy3 de résistance a la
rouille orangee, qui provient d’une hybridation introgressive naturelle de C. arabica
avec C. liberica. lls ont trouvé 21 marqueurs d'’AFLP groupés dans un seul groupe de
liaison de 6.3 cM qui co-segrége avec Sy3. Ce travail est le plus avancé aujourd’hui
pour I’étude des genes de résistance a Hemileia vastatrix. La construction et la
caractérisation récentes d'une bibliothéque de BAC de C. arabica (Noir et al. 2004) est
une avancée importante pour la réalisation d’une carte physique intégrée du génome du
caféier, qui aura beaucoup d'applications telles que la cartographie précise et le clonage
de génes de résistance (Lashermes et al. 2005). Cette bibliotheque de BAC contient plus
de 88.000 clones avec des tailles d'insertion de 96 - 275 Kb, représentant environ 8
équivalents dihaploides de génome de C. arabica, avec une couverture égale des deux
(Ca et Ea) sous génomes. Le développement de ces outils et I’étude préliminaire sur le
Sn3 ouvrent la voie pour la localisation génétique et physique d’un locus de résistance a

la rouille.
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Les especes polyploides contiennent plus de deux génomes

e  Un génome est I’ADN total pour un jeu de chromosome (x), comme trouvé
dans les gameétes matures (n est le nombre de chromosome par gameéte)

e  Un noyau cellulaire diploide contenant deux génomes, comme trouvés
dans les cellules fécondées

e  Un noyau cellulaire polyploide contenant plus de deux génomes. Deux
types de base de polyploides sont reconnus : les autopolyploides, qui
contiennent plus de deux génomes génétiquement identiques; et les
allopolyploides, qui combinent les génomes de plus d’une espéce
ancestrale (ex : un allotetraploide contient quatre génomes de deux
différentes espéces diploides ancestrales)

Figure 5. Qu’est-ce qu’un polyploide ? d’apres Leitch et Bennett (1997).
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3 POLYPLOIDIE ET INTROGRESSION

3.1 Les polyploides

3.1.1 Généralités sur les polyploides

Une espéce polyploide contient plus de deux jeux complets de chromosomes. Le
nombre de chromosomes de I’organisme est un multiple (>2) du nombre

chromosomique de base (Figure 5).

3.1.2 Formation des polyploides

La formation des polyploides peut se faire de plusieurs facons: par doublement
génomique, production de gametes non réduits et polyspermie. Le doublement
génomique apparait aussi bien chez les plantes que les animaux et se traduit par un
échec de division de cellules suite au doublement des chromosomes lors de la mitose
(Hermsen 1984). De méme, la production de gameétes non réduits est due a un échec de
division des cellules pendant la méiose. La production de gametes femelles non réduits
est fréquemment trouvé chez les animaux et les plantes, de méme que la production de
pollen non réduit chez les plantes. Le sperme non réduit, cependant, semble jouer un
réle mineur dans la polyploidisation chez les animaux, peut-étre parce que les spermes
diploides sont en concurrence défavorables avec les spermes réduits, a une exception
pres (Alves et al. 1999). La polyspermie est également connue chez les plantes et les
animaux et est, par exemple, le mécanisme le plus commun menant aux triploides
humains (Uchida and Freeman 1985), qui représentent 1-3% des conceptions
(McFadden et al. 1993).

De nombreuses plantes présentent des traces d’événements de polyploidisation dans
leur génome. La polyploidisation s’est produite chez au moins 70% des plantes
angiospermes (Masterson 1994), et chez 95% des ptéridophytes (Grant et al. 1981). Des
plantes considérées diploides comme le mais, Arabidopsis, ou des espéces de Brassica
sont en fait des especes polyploides ou paléopolyploides, ayant évolué a partir d’un
ancétre polyploide (Leitch et Bennett 1997). Toutes ces duplications rendent complexe

la relation existant entre les génes. Afin de pouvoir distinguer les genes au sein d’un
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Figure 6. Evolution des relations entre génes et terminologie.

(http://www .nature.com/nrd/journal/v2/n8/slideshow/nrd1152 bx2.html)
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organisme et entre organismes, une terminologie a été mise en place (Fitch 2000). Les
genes sont dits homologues quand ils descendent d’un méme géne ancestral (avec
quelques divergences dues a I’évolution de la séquence nucléotidique) et sont opposés
aux genes dits analogues, genes qui sont similaires mais ne descendant pas d’un méme
gene ancestral. La duplication et la divergence des séquences sont des mécanismes de
I’évolution des génes qui, avec la spéciation, entrainent la formation de séquences
homologues (Figure 6). Parmi les genes homologues, on distingue les génes dits
orthologues et paralogues. Des génes dits orthologues sont des génes similaires
appartenant a des espéces différentes mais descendant d’un ancétre commun (Figure 6;
Xh, Xr et Xm), c’est-a-dire que ce sont des genes qui dérivent d’un évenement de
spéciation et non de duplication alors que des génes dits paralogues sont des génes issus
d’un événement de duplication au sein du génome d’une espece (Xrl et Xr2 ou Xm1 et
Xm2). Ces genes évoluent de facons différentes mais de trop grandes modifications de
leur séquence entraineraient une perte de fonction. C’est pourquoi, la structure de ces
genes (découpage intron/exon) est fortement conservée entre genes orthologues ou
paralogues bien que la séquence évolue différemment (mutations, insertions/délétions).
La conservation des positions des introns au sein des séquences génomiques a été
étudiée pour plusieurs genes ou familles de génes paralogues ou orthologues (Sahrawy
et al. 1996; Proudhon et al. 1996; Lunn 2003). Carels et Bernardi (2000) ont montré que
la position des introns était généralement conservée entre genes paralogues et
orthologues chez les plantes mais par contre la taille de ces introns peut étre trés

différente.

Comme I’allopolyploidie résulte de la fusion de génomes qui sont suffisamment
homologues, et que les chromosomes homoéologues (chromosomes partiellement
homologues issus d’un événement ancestral tel que la polyploidie) peuvent s’apparier
pendant la méiose, les premiéres générations d’allopolyploide doivent subir une forte
sélection pour un appariement bivalent exclusif. Ceci est démontré dans les
allopolyploides modernes par I'observation de I’appariement des homoéologues qui sont
tres inférieurs a ce que I'on pourrait prévoir pour des associations de chromosomes
formées dans les hybrides entre les diploides parentaux existants. Un des meilleurs
exemples de ce phénomeéne se situe chez le blé, ou les tétraploides et les hexaploides
montrent la formation de bivalents exclusifs; Il en est de méme chez I’allotetraploide C.
arabica (Le Pierres 1995; Lashermes et al. 2000a). Les études génétiques classiques ont

22



Revue Bibliographique

révelé, il y a de cela des décennies, I’existence de deux genes dominants, Phl, et a un
moindre degré Ph2, qui sont responsables du comportement méiotique diploide lors de
I’appariement chez le blé polyploide (Feldman 1993; Sears 1976; Riley et Chapman
1958). Les données cytogénétiques moléculaires récentes suggerent que la fonction de
Phl serait d'agir en tant que «chef d’orchestre local » pour assurer l'association
spécifique des centromeéres entre les chromosomes homologues (Martinez-Perez et al.
2001). Récemment, Griffiths et al. (2006) proposent le géne cdc2 qui a un réle dans la
condensation de chromosomes comme candidat pour Phl. Les espéces allopolyploides
de Triticum dicoccoides, de Triticum timopheevi et Triticum araraticum ne possédent
pas d’activité Phl, mais montrent également un comportement méiotique disomique un
appariement homoéologue faible (Griffiths et al. 2006). Sur cette base, Feldman et al.
(1997), propose que des facteurs autres que Phl sont impliqués dans l'appariement
meiotique chez le blé polyploide (Ozkan et al. 2001). Chez C. arabica, la recherche

d’un géne similaire a Ph1 n’a pas encore été conduite.

3.2 L’hybridation introgressive comme source de

diversité

L’hybridation introgressive correspond au transfert et & la stabilisation de matériel
génétique entre les hybrides par un backcross avec I’un des parents (Arnold 2004). Les
hybrides fertiles issus de croisements naturels sont fécondés par I’une des especes
parentes. L’espéece finit par récupérer les parties de génome qui lui permettent de
s’adapter. L’exemple de I’espece d’Helianthus annuus du Texas appelé spp. texanus
illustre bien ce procédé. Cette plante est issue du croisement naturel entre I’espece H.
annuus et H. debilis spp. cucumerifolius. Cet hybride possede le génome de H. annuus
ainsi que trois petites régions chromosomiques qui appartiennent a H. debilis (Kim et
Rieseberg 1999). Ce mode d’hybridation a permis I’adaptation d’espéces a de nouvelles
niches écologiques comme I’espéce H. anomalus adaptée au sable des dunes et qui
possede un genome correspondant a la mosaique des génomes parentaux (Ungerer et al.
1998, Schwarzbach et al. 2001). De méme, la nature allotétraploide de C. arabica lui
permet de coloniser les régions de haute altitude en comparaison de ces diploides
géniteurs. Le gain de diversité par le flux de génes est aussi une source de nouveaux

individus pour I’amélioration de I’espéce.

23



Revue Bibliographique

3.2.1 L’introgression entre especes

Les études développées sur l'introgression se sont concentrées sur les meilleures
méthodes pour insérer des caractéres agronomiques importants des especes sauvages
vers un parent cultivé. Pour transférer un géne a travers les barrieres reproductrices,
I'alléle doit pouvoir se recombiner dans un nouveau fond génétique (Barton et Hewitt
1985). En conséquence, l'introgression réussie, en serre ou dans la nature, dépendra en
partie de l'architecture génétique des barriéres reproductrices. Si beaucoup de genes
contribuent a la non-viabilité de I’hybride, alors une grande partie du génome peut étre
récalcitrant a l'introgression en raison de la présence de genes « indésirables »
(Whittemore et Schaal 1991; Rieseberg et Wendel 1993), en particulier si les taux de
recombinaison sont bas. Cependant, si les barriéres reproductrices sont dépendantes
d’un systéeme génétique simple, la majeure partie du génome devrait étre perméable a
I'introgression. Seuls les caractéres étroitement liés a la stérilité ou aux génes ayant un

impact sur la viabilité seront difficiles a introgresser.

3.2.2 L’introgression entre C. arabica et les espéces diploides

Les problémes inhérents a l'introgression interspécifique tels que I'instabilité hybride, la
stérilité, les segrégations non-Mendeliennes, et les faibles taux de crossing-over
intergénomiques constituent des limites importantes (Stebbins 1958). L’apparition des
hybrides spontanés entre C. arabica et les espéces relatives diploides telles que C.
canephora et C. liberica est fréquente, particulierement quand ces espéces se trouvent
en proximité directe (Cramer 1957). En conditions artificielles, le succes de la création
hybrides interspécifiques viables semble dépendre du sens des croisements. Quand C.
arabica est utilisé en tant que parent maternel, les croisements réussis sont obtenus avec
un grand nombre d'especes diploides. En revanche, les tentatives pour produire des
hybrides avec C. arabica comme parents males ont été des échecs (Carvalho et Monaco
1968; Le Pierres 1995). Les hybrides interspécifiques directs sont habituellement
triploides et plutdt vigoureux. Tandis que les hybrides hexaploides (ex. obtenus par la
duplication des hybrides triploides) et les hybrides tétraploides (ex. résultant de
I'nybridation directe ou réciproque entre C. arabica et les parents diploides auto-
tetraploidisés) semblent raisonnablement fertiles (Berthaud, 1978; Le Pierres, 1995), les

hybrides triploides sont quasi-stériles. La meéiose dans des hybrides triploides est trés
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irreguliere (Krug et Mendes 1940; Chinnappa 1968; Kammacher et Capot 1972) avec
7.8 a 14.4 univalents dans les associations de chromosomes a la métaphase I, conduisant
a des distributions d'anaphase tres déséquilibrées. Néanmoins, les gametes viables se
produisent de temps en temps et ces hybrides ont été avec succes rétrocroisés a C.
arabica (Orozco 1976).

En plus du développement et de la fertilité de I’hybride, I'introgression de génes d’une
espece a l'autre exige que l'appariement et la recombinaison entre les chromosomes
homologues se produisent dans les hybrides. Le comportement du génome de C.
canephora et son interaction avec le génome de C. arabica ont été étudiés dans les
hybrides interspécifiques tétraploides (C. canephora 4x x C. arabica) résultant du
croisement entre C. arabica et un C. canephora tétraploidisé a la colchicine. Le
comportement du génome de C. canephora dans les hybrides interspécifiques
tétraploides (C. canephora 4x x C. arabica) a été étudié avec succes en analysant la
ségrégation et la cosegrégation des marqueurs spécifiques de C. canephora dans deux
descendances BC1 (Herrera et al. 2002a). Pour presque tous les locus analysés, la
ségrégation des alleles de C. canephora transmis par les hybrides (C. canephora 4x x C.
arabica) est conforme a la ségrégation aléatoire attendue de chromosomes et a I'absence
d’une sélection. Les taux de recombinaison des segments de chromosome de C.
canephora ont été estimés pour sept intervalles de marqueurs, et comparés aux taux de
recombinaison précédemment observés chez C. canephora pour les intervalles
équivalents de marqueurs. Les fréquences de recombinaison estimées entre les deux
étaient semblables, suggérant que la recombinaison dans I'hybride (C. canephora 4x x
C. arabica) ne serait pas limitée par la différentiation génétique entre les chromosomes
appartenant aux différents génomes. C. canephora 4x x C. arabica a donc semblé
particulierement favorable a la recombinaison intergénomique et aux introgressions de

genes (Herrera et al. 2002a).

L'analyse des descendances résultant du croisement de C. arabica (parent femelle) et de
plusieurs hybrides triploides C. arabica x C. canephora indique une réduction forte des
alleles de C. canephora, signe d’une contre-sélection importante de l'introgression du
matériel génétique du C. canephora dans C. arabica en utilisant des hybrides triploides
en tant que parents males (Herrera et al. 2002b). En 2004, une seconde étude de Herrera

et al. (2004) a été conduite sur des hybrides triploides interspécifiques entre le
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tétraploide C. arabica (2n = 44) et une espece diploide (2n = 22), C. canephora ou C.
eugenioides. Les hybrides ont ensuite été rétrocroisés avec C. arabica (parent male cette
fois ci). Le degré d’introgression chez les individus backcross 1 a été estimé a I’aide de
marqueurs microsatellites spécifiques de I’espece. Plusieurs marqueurs introgressés ont
été observés chez tous les individus BC1. Néanmoins, alors que la fréquence de
marqueurs introgresses au sein des BC1 dérivés d’hybrides triploides impliquant C.
canephora était de I’ampleur attendue, dans le cas d’une ségrégation aléatoire des
chromosomes et la formation de gameétes diploides, cette fréguence semblait
significativement plus faible au sein des individus BC1 issus d’hybrides triploides
dérivé du C. eugenioides. De plus, une comparaison des descendances reciproques entre
C. arabica et les hybrides interspécifiques triploides (C. arabica x C. canephora),
employés comme parent male ou femelle, a révélé un trés fort biais selon I’orientation
du croisement. Ainsi la comparaison des descendances réciproques entre C. arabica et
les hybrides interspécifiques triploide (C. canephora x C. arabica) utilises comme le
parent male ou femelle a indiqué un effet tres fort de la direction des croisements.
Quand des hybrides triploides sont employés comme donneur de pollen, l'introgression
de gene est rigoureusement réduite. Cette grande réduction a été suggérée comme étant
due aux mecanismes liés a la formation des gametes diploides, puisque la présence des
alléles de C. canephora dans les gametes fonctionnels a été rapportée ni sensiblement
favorable ni nuisible (Herrera et al. 2002b). La situation contrastée observée dans le
croisement inverse suggéere un comportement différent de la méiose male et femelle
dans les hybrides triploides. La formation des gametes diploides fonctionnels portant
des introgressions de C. canephora serait favorisée pendant la méiose femelle ou
empéchée pendant la méiose masculine. Des différences de sexe dans la fréquence de
recombinaison ont été rapportées chez un grand nombre de plantes comprenant Petunia
hybrida (Cornu et al. 1989), les especes de Brassica (Kearsey et al. 1996) et les especes

d'Arabidopsis (Barth et al. 2001), les especes de solanaceae (de Vicente et al. 1992).

Les hybrides interspécifiques triploides représentent un pont génétique pour le transfert
des geénes a partir des espéces relatives diploides aux formes cultivées tétraploides
(Vardi et Zohary 1967). Les connaissances actuelles indiquent que les flux de genes
dans les croisements interspécifiques interploidies est un phénoméne complexe

impliquant les barriéres naturelles a des niveaux pré et de post-zygotique.
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4 COMPARAISON DES GENOMES
4.1 La comparaison des génomes

Tous les géenomes actuels des plantes supérieures dérivent d’un méme ancétre commun.
Leur évolution a entrainé de nombreuses divergences qui sont a la base de la diversité
de formes, de fonctions et d’adaptation des organismes vivants. Ces divergences sont
d’autant plus importantes que les especes sont éloignées. Grace aux progres de la
biologie moléculaire et de la génétique, il est aujourd’hui possible de comparer les
génomes entiers ou en partie de différents organismes ou au sein d’un méme organisme
(polyploide par exemple), ce qui a mené a I’essor d’un nouveau domaine au sein de la
génomique : la génomique comparative. Celle ci peut se faire a 2 échelles, selon que

I’on s’intéresse a la macrosynténie ou la microsynténie.

Les études macrosynténiques se concentrent sur le génome par une analyse de larges
régions (ex: groupes de liaison) en comparant I’ordre des genes a partir de cartes
génétiques. La macrosynténie se fonde sur la comparaison de la position et de I’ordre de
marqueurs moléculaires communs et permet ainsi d’avoir une vision globale, sur
I’ensemble du (ou des) génome(s) étudiés, des réarrangements et des conservations de
blocs synténiques. Ainsi, les cartes génétiques de 2 ou plusieurs especes sont alignées a
I’aide de marqueurs orthologues (locus qui dérivent d’un méme locus ancestral par
spéciation) et I’unité de distance genétique utilisée est le centiMorgan, cM (pourcentage

de recombinaison).

Les comparaisons microsynténiques se basent sur des segments plus petits, mais
continus, de régions génomiques complétement séquencées dans lesquelles I’ordre et
I’orientation des séquences codantes aussi bien que les sections d’ADN non-codantes
sont étudiés. La comparaison peut étre faite sur I’ensemble du génome lorsque ces
organismes ont été entiérement séquencés ou sur une partie du génome (clones BAC
(« Bacterial Artificial Chromosome), par exemple) et permet d’estimer la conservation
de synténie au niveau des génes pour I’ensemble des genes présents sur le fragment de
la séquence d’ADN. Ainsi, les cartes physiques sont comparées en utilisant les

séquences d’ADN et la distance est mesurée en paires de bases d’ADN (distance réelle).
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Figure 7. Alignement entre une partie du chromosome 6 de I’homme (Hsa6) et du chromosome 4 de

la souris (Mmu4). (Gregory et al., 2002)
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4.2 L’histoire des études comparatives

Les premieres études de comparaison de génomes ont été faites chez les animaux en
comparant des marqueurs moléculaires de cartes génétiques, de cartes d’hybrides de
radiation et par hybridation sur chromosome (chromosome painting) entre le génome
humain et des especes proches, toutes étant des mammiféres comme les rongeurs
(Nadeau et Taylor 1984; Cheng et al. 1988; Watkins-Chow et al. 1997; O’Brien et al.
1999), les ruminants (Echard et al. 1994; Gautier et al. 2002; Schibler et al. 1998) ou le
porc (Robic et al. 1999; 2001; Rink et al. 2002). Ces eétudes ont révélé des
conservations de blocs de marqueurs (macrosynténie) entre des espéces animales
(Chowdhary et al. 1998; Gregory et al. 2002; Figure 7).

Chez les plantes, les cartes génétiques d’un grand nombre d’especes végétales ont été
construites, ce qui a permis le développement de la cartographie génétique comparée a
partir de la fin des années 1980 (Schmidt 2000). Les premieres expériences de
comparaison de cartes génétiques ont été faites sur des especes de la famille des
Solanaceae (L. esculentum, S. tuberosum) en utilisant des marqueurs RFLP dérivés de
la tomate (Bonierbale et al. 1988; Gebhardt et al. 1991; Tanksley et al. 1992,
Livingstone et al. 1999). L’ensemble de ces études de comparaison de cartes génétiques
a montré qu’il existait une bonne macrosynténie entre les différentes especes de

Solonaceae, méme si quelques remaniements ont lieu au sein des génomes.

Depuis, d’autres études ont été faites sur d’autres familles notamment chez les
Brassicaceae dont fait partie la plante modele A. thaliana. La comparaison entre A.
thaliana et des espéces de Brassica a montré que les macro et microcolinéarités sont
trés conservées entre les Brassiceae et avec Arabidopsis (Cavel et al. 1998; Acarkan et
al. 2000; Parkin et al. 2002; Grant et al. 2000). Chez le blé, Chao et al. (1989) ont
montré la colinéarité entre les 3 génomes A, B et D du blé hexaploide. Hulbert et al.
(1990) ont ensuite demontré que les sondes développées chez le mais pouvaient
s’hybrider avec le sorgho, le millet et la canne a sucre. lIls ont ainsi produit le premier
alignement des groupes de liaison entre mais et sorgho mettant en évidence la similarité
des 2 génomes. Cette conservation de I’ordre des genes dans certaines régions
chromosomiques ressort également des comparaisons entre blé et riz (Kurata et al.
1994), blé, orge et seigle (Devos et al. 1993), sorgho et mais (Pereira et al. 1994),

sorgho et canne a sucre (Guimaraes et al. 1997; Ming et al. 1998), riz et sorgho
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Figure 8. Une carte comparative consensus des graminées de Gale et Devos (1998)

Figure 9. Carte moléculaire de liaison de deux chromosome de 1'aubergine et comparaison avec

les régions homéologues du génome de la tomate (Doganlar et al., 2002).
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(Ventelon et al. 2001). Gale et Devos (1998) ont pu ainsi aligner les génomes de
plusieurs espéeces de monocotylédones; le blé, le mais, le riz, I’avoine, le sorgho, la

canne a sucre et le millet (Figure 8).

4.3 Le synténie : implications et utilisations

4.3.1 Evolution de la structure des génomes

La premiere application de la cartographie comparée est I’étude de I’évolution de la
structure des chromosomes. Ainsi la comparaison des cartes génétiques de la tomate et
la pomme de terre a mis en évidence I’homologie des 12 groupes de liaison et la
conservation de I’ordre des marqueurs. Cing inversions paracentriques différencient les
2 especes ont été mises en évidence (Bonierbale et al. 1988; Tanksley et al. 1992). De
méme, la comparaison entre les cartes génétiques du poivron, de la tomate, de la pomme
de terre et de I’aubergine a permis d’identifier des mécanismes d’évolution du génome
de cette famille (Livingstone et al. 1999; Doganlar et al. 2002; Figure 9). Une trentaine
de cassures, comprenant des translocations, des inversions paracentriques et

péricentriques, serait suffisantes pour expliquer les différences entre les 4 génomes.

Aussi la comparaison des cartes génétiques entre la tomate et le poivron a mis en
évidence outre la conservation de larges régions colinéaires, des réarrangements
chromosomiques. Ainsi des inversions paracentriques apparaissent comme le
mécanisme premier d’évolution des chromosomes dans la famille des Solanaceae et que
ces changements structurels ne sont pas constants entre les différentes paires de

Solanaceae étudiées (Doganlar et al. 2002).

La comparaison entre Arabidopsis et des especes de la famille des Brassicaceae a
permis de mettre en évidence une conservation de la microsynténie avec quelques
remaniements, insertion / perte de géne ou duplication de génes (Acarkan et al. 2000,
O’Neill et Bancroft, 2000; Parkin et al. 2002; Li et al. 2003). Environ 90
réarrangements ont été révélés entre A. thaliana et B. nigra avec des fragments

conservés qui ont une longueur moyenne de 8 cM (Lagercrantz 1998).
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4.3.2 Connaissance sur I'évolution des génomes

La cartographie génétique apporte des éclaircissements importants sur la structure,
I’organisation et sur le mode et la vitesse d’évolution des génomes de plantes (Schmidt,
2000), il devient de plus en plus clair que ce n’est que la comparaison directe des
séquences d’ADN de génomes entiers qui pourra élucider les processus de I’évolution
de ceux-ci et le role joué par les réarrangements chromosomiques dans la spéciation
(Mitchell-Olds et Clauss 2002; Sankoff et Nadeau 2003). L’étude de la microsynténie
requiert les séquences génomiques et leur annotation pour comparer les différents
génomes. De nombreux programmes de séquencage de génomes ont été réalisés ou sont
en cours afin de permettre les comparaisons de la microsynténie entre especes. Le
séquencage du génome de la levure (Goffieau et al. 1996), de la drosophile (Adams et
al. 2000), de Caenorhabditis elegans (The C. elegans Sequencing Consortium, 1998),
du fugu (Taylor et al. 2002), de I’lhomme (Dunham et al. 1999; The Chromosome 21
mapping and sequencing consortium 2000; International Human Genome Sequencing
Consortium 2001; Craig Venter et al. 2001; Mungall et al. 2003) et d’A. thaliana (Lin
et al. 1999; Mayer et al. 1999; Salanoubat et al. 2000; Tabata et al. 2000; Theologis et
al. 2000) a eté achevé, mais d’autres organismes sont en cours de sequencage (M.
truncatula, le riz, le mais, la tomate, le caféier etc.) ainsi qu’un nombre croissant de
programmes de génomique d’autres especes animales et végétales (séquencages
d’ARNm, de séquences EST, de fragments d’ADN génomique). Le séquencage de
génomes complets et de fragments de génomes (notamment de clones BAC) a permis la
comparaison de cartes physiques entre différentes especes aussi bien animales que

végeétales.

4.3.3 Amélioration de la cartographie génétique et physique

L’exploitation la plus fréquente aujourd’hui des cartes alignées est I’identification de
marqueurs d'une variété d'espéces pour une région génomique donnée. C'est
particulierement utile pour des expériences de cartographie fine ou de clonage
positionnel. Ainsi par exemple, la relation de colinéarité entre Lotus japonicus, Pisum
sativum et Arabidopsis thaliana a été établie et exploitée pour améliorer la cartographie
physique d’un géne impliqué dans la formation de nodules de fixation d’azote chez les

légumineuses. Apres détermination de la région synténique, un marqueur AUX-1
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d’Arabidopsis a pu étre cartographié proche de la région cible chez Lotus japonicus
(Stracke et al. 2004). De méme la microsynténie établie entre la tomate et Arabidopsis a
permis des améliorations des cartes génétiques et physiques. Ku et al. (2000), décrit le
premier travail rapportant I’exploitation de microsynténie avec Arabidopsis pour des
fins de clonage positionnel au sein d’une famille différente au sein du regne végétal.
Cette étude a permis de construire une carte génétique a haute résolution pour la région
du chromosome 2 de la tomate, co-segregeant avec la mutation ovate. Toujours entre
Arabidopsis et la tomate, la microsynténie a permis de réduire la distance entre les
marqueurs encadrant le gene cible Diageotropia (Dgt) de 0.8 a 0.15 cM (Oh et al.
2002). Pareillement une importante zone synténique entre le chromosome 1 du riz et le
chromosome 3 de I’orge (Hordeum vulgare L.), a permi de réaliser la saturation de la
carte génétique contenant le gene de résistance de la rouille des feuilles de la région
chromosomique de I’orge. Cette étude montre aussi clairement I’utilité des ressources
génomiques du riz pour la recherche efficace d’EST orthologue de I’orge a des fins de

saturation de la région génomique cible chez I’orge (Mammadov et al. 2005).

4.3.4 Clonage d’'un gene par utilisation de I'orthologie

L'identification d’orthologues putatifs pour des traits monogéniques ou quantitatifs
couvrant différentes espéces est facilitée par les comparaisons de cartes (Paterson et al.
1995). Ceci a été documenté d'une maniere élégante par la cartographie et le clonage
des homologues du géne d'Arabidopsis GAIl qui codent pour un modulateur de la
réponse a la gibbérelline chez le mais, le riz et le blé. Les genes du blé et du mais
correspondant aux locus Dwarf (Peng et al. 1999). De méme, le gene récessif de
résistance contre les potyvirus chez la tomate (pot-1) a pu étre cartographié et isolé
grace a la colinéarité établie entre la tomate (L. esculentum) et le piment (Capsicum
spp.) et I'utilisation de I’orthologue du facteur d’initiation eukaroytique 4E (elF4E) du
Tabac. Cette démarche éclaire I’utilité de comparaison des cartes pour I’identification
de la séquence orthologue du géne récessif de résistance qui a débouché sur une
approche gene-candidat. Ce résultat va a contre courant de I’idée d’une absence de gene
de résistance dans les régions synténiques. Ceci peut étre expliqué par une évolution
plus lente des génes de résistance contre les potyvirus par rapport a la majorité des
genes de resistance clonés jusqu’a aujourd’hui, et peut donc étre considéré comme une

classe a part de genes de résistance (Parrella et al. 2002; Ruffel et al. 2002; 2005).
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Figure 10. Segments dupliqués d’Arabidopsis
http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/Arabidopsis_genome duplication.shtml
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4.4 De nouvelles plantes modeéles pour la synténie

La disponibilité de la séquence compléte du génome d’Arabidopsis a permis de
comparer le génome de cette plante aux séquences de fragments d’ADN génomiques
partiels de différentes espéces végétales. Par exemple entre Arabidopsis et des espéces
de la famille des Poaceae (Van Dodeweerd et al. 1999; Mayer et al. 2001; Salse et al.
2002) ou des especes appartenant a d’autres familles comme avec les Fabaceae (Grant
et al. 2000; Foster-Hartnett et al. 2002; Yan et al. 2003) et les Solanaceae (Ku et al.
2000; Rossberg et al. 2001; Gebhardt et al. 2003). La macro- et microsynténie sont plus
ou moins fortement conservées en fonction des temps de divergence entre les espéces
comparees, et méme si quelques réarrangements peuvent avoir eu lieu, le transfert
d’information d’un organisme a un autre est toujours possible (Schmidt 2000; Bancroft
2001; Barnes 2002). Ainsi les paires les plus étudiées sont Arabidopsis-pomme-de-terre
(Dominguez et al. 2003; Gebhardt et al. 2003), Arabidopsis-betterave (Dominguez et al.
2003), Arabidopsis-tournesol (Dominguez et al. 2003), Arabidopsis-Prunus
(Dominguez et al. 2003), Arabidospis-coton (Bowers et al. 2003) et Arabidopsis-tomate
(Ku et al. 2000; Fulton et al. 2002; et SOL genomic networks
http://www.sgn.cornell.edu/)

4.4.1 Synténie entre la tomate et Arabidopsis

Arabidopsis thaliana est trés utilisée comme plante modéle pour I’étude de plusieurs
aspects de la biologie des plantes. Des analyses faites sur cette petite crucifere (125
Mbases et 5 paires de chromosomes) a I’aide de programmes « dot-plot » et de « blast »
ont montré que le génome d’Arabidopsis était constitué d’une mosaique de régions
dupliquées (Figure 10; Blanc et al. 2000; Vision et al. 2000). Ces nombreuses
duplications du génome semblent étre le résultat d’au moins 3 événements de
tétraploidisation (Simillion et al. 2002; Vandepoele et al. 2002; Blanc et al. 2003;
Ermolaeva et al. 2003; Raes et al. 2003).

La tomate et Arabidopsis appartiennent a deux familles différentes (Solanaceae et
Brassicaceae, respectivement) qui ont divergé t6t dans la radiation des plantes
dicotylédones (Figure 11). Il a été déterminé par évidence fossile, que les deux familles
se sont separées il y a plus de 90 millions d'années (MYA) (Gandolfo et al. 1998). Les

comparaisons de I'ordre de I'ADN mitochondrial placent la divergence a 112-156 MYA
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Figure 11. Dendrogramme dépeignant les rapports phylogénétiques des taxons des plantes
supérieures. Les lignes rouges indiquent le clade contenant la tomate et I'Arabidopsis. Figure basée

sur le schéma 2 dans la référence (Chase et al., 1993).

Figure 12. ORF commun entre la tomate II (dessus) et les ORFs des segments des chromosomes

d'Arabidopsis 2-5.
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(Yang et al. 1999). En raison de leur divergence ancienne, une comparaison de la
tomate et des génomes d'Arabidopsis devrait fournir un apercu de I'évolution des genes
et des génomes depuis la séparation des dicotylédones et des informations importantes
concernant un grand nombre d'especes (dont beaucoup de plantes cultivées) qui sont
phylogénétiqguement proches du clade tomate (Figure 11) comme la famille des

Rubiacées.

Le séquencage d’une région de 105-kb du génome de la tomate a été réalisée et
comparée a Arabidopsis. Plutdt qu'un modele de colinéarité linéaire dans cette région,
ils ont décrit des réseaux séparés de synténie qui reflétent les divers événements de
duplication de génome (Figure 12) qui ont marqueé I'évolution d'Arabidopsis depuis la
divergence de son dernier ancétre commun avec la tomate (Ku et al. 2000). L’utilisation
d’Arabidopsis pour la cartographie comparée avec les Solanaceae doit donc prendre en
compte les différentes duplications d’Arabidopsis.

Aujourd’hui les ressources moléculaires de la tomate se sont fortement développées.lls
existent des cartes tres denses des chromosomes, plusieurs banques cDNA, YAC (Yeast
Artificial Chromosome), BAC et d’autres bibliotheques de données génomiques (Martin
et al. 1992; Budiman et al. 2000; Van der Hoeven et al. 2002; http://sgn.cornell.edu;
http://www.tigr.org). Le développement de ressources importantes chez la tomate et le
séquencage imminent de son génome en font une plante modéle pour des especes

proches.

4.4.2 Utilisation de la cartographie comparée pour le clonage de

gene de résistance

Kilian et al. (1997) etaient les premiers a essayer de cloner un gene sur la base de la
microsynténie d’une région homeologue d'une autre espéce. Bien que les segments
correspondants du chromosome de I'orge (Hordeum vulgare) et du riz (Oryza sativa)
soient clairement homeologues de la région de résistance a la rouille Rpgl
d’Arabidopsis, le géne cible n’a pu étre identifié dans I'endroit prévu chez le riz. Cette
étude illustre certaines des difficultés liées a l'application des cartes comparatives aux
efforts d'isolement de genes de résistance. En accord avec les travaux suggérant que les
génes de résistance puissent évoluer plus rapidement que d'autres types de genes
(Michelmore et al. 1998).
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Les genes de résistance aux maladies sont une classe importante de génes au plan
agronomique; ils sont de mieux en mieux caractérises au niveau moléculaire. Tandis
gu’une bonne conservation de I'ordre et de la fonction de géne a été observée pour les
genes qui régissent des caracteres morphologiques et physiologiques dans beaucoup de
familles végetales (Gale et Devos 1998), la correspondance structurale et fonctionnelle
des genes de résistance n’est pas encore examinée systématiquement entre les
différentes taxons. Si les genes de résistance suivent les modeéles de conservation
observés pour d'autres types de génes des plantes, les locus de résistance de pathogénes
identiques ou relatifs devraient étre trouvés aux positions génomiques correspondantes
chez les autres taxons. Cependant, si les changements moléculaires des locus de
résistance sur I’ensemble des taxons divergents modifient rigoureusement la spécificité
taxonomique mais pas la fonction, les génes orthologues de résistance devraient se
situer aux positions correspondantes dans des différents taxons, méme si ces locus sont
impliqués dans la reconnaissance de pathogénes tres différents. Une autre alternative est
que les génes de résistance peuvent évoluer tellement rapidement qu'aucune
conservation de l'ordre ou de la fonction ne sera évidente a travers des taxons. Les
études menées a ce jour permettent d’éclairer le questionnement sur le maintien et
I’évolution des génes de résistance entre les différents taxons et la possibilité d’utiliser

les comparaisons génétiques pour une approche d’isolement de génes candidats.

Les positions génomiques des génes de résistance aux maladies définis
phénotypiquement et les homologues de géne de résistance ont été analysés entre S.
lycopersicum (tomate), Solanum (pommen-de-terre) et Capsicum (piment). Les genes de
résistance se sont trouvés aux positions correspondantes entre deux génomes ou plus et
ceci de facon plus fréquente que ce que I’on pourrait attendre par hasard (Grube et al.
2000); cependant, dans seulement deux cas, a chaque fois impliquant Phytophthora
spp., les génes se situaient aux positions correspondantes et ont gardé la spécificité pour
des taxons différents du pathogéne (Huang et al. 2005) ce qui a permis une approche
locale de RGA en utilisant I'information génomique de la tomate pour isoler R3a chez la
pomme de terre. En revanche, les genes de résistance au virus de la mosaique du tabac,
et au spotted wilt virus de la tomate ont été cartographiés dans deux ou plus des
Solanaceae, mais ne se sont pas trouvés en positions synténiques correspondantes.
L’analyse et la synthése détaillées conduite par Grube et al. (2000) sur toutes les
données disponibles pour les génes de résistance suggerent que la spécificité
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Figure 13. Organisation de génes de résistance chez les solanacées. (Grube et al., 2000)
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taxonomique des génes de résistance des hotes peut evoluer rapidement, alors que les
fonctions générales des alléles de résistance (par exemple, déclenchement de la réponse
de résistance) peuvent étre conservées aux lieux homologues a I’intérieur de la famille
des Solanaceae (Figure 13). Ainsi, I’observation d’une synténie pour les génes de

résistance est contrastée.

Par contre, dans une étude comparative sur les Poaceae, Leister et al. (1998) observe
des variations tres significatives en nombre de copies et position des analogues de génes
de résistance et que les classes spécifiques de génes de résistance ne se cartographient
pas a des positions similaires entre les différents genres ou méme au sein d’espéces
proches. Bien que cette expéerience ne soit pas instructive au sujet de la conservation de
la fonction des génes de résistance, elle suggére qu'il y ait une conservation limitée de la
position génomique de ces genes. Toutefois des exceptions ont pu étre observées pour
lesquelles la conservation synténique est observée, par exemple entre le mais et l'avoine,
deux sites de résistance de la rouille (conférant la résistance aux agents pathogenes
Puccinia sorghi et P. coronata) et les résistances au mildiou et du « streak mosaic
virus » chez le blé dont les genes sont localisés sur des blocs homéologues, bien qu'ils
puissent étre séparés par 30 cM ou plus (Yu et al. 1996).

Le travail de Pan et al. (2000) nous permet de considerer la genétique comparative entre
les génes de résistance NBS-LRR (Nucleotide Binding Site-Leucine reach repeat) des
Solanaceae et d’Arabidopsis. Dans cette étude, les sequences génomiques de la tomate
montrant une homologie significative a des geénes conférant une résistance race -
specifique a des pathogenes, ont été identifiees systématiquement "en balayant” le
génome et en utilisant une variété d’amorces basées sur des motifs NBS consensus. La
considération des cartes génétiques comparatives de tomate et de pomme de terre a
dévoilé des positions synténiques conservées des homologues de génes de résistance.
Par contre, cela n’a été le cas avec des homologues de genes de résistance d'Arabidopsis
thaliana. Ces données indiquent I'évolution remarquablement rapide des homologues de

genes de résistance pendant la diversification des familles des plantes (Pan et al. 2000)

Les génes de résistance peuvent étre situés dans des régions du génome pour lesquelles
la synténie est mal préservée. Les positions chromosomiques des candidats de génes de
résistance semblent ne pas étre préservées entre les espéces graminées (Peng et al.

1999). Les homologues du géne RPM1 sont absents des génotypes sensibles
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d'Arabidopsis (Leister et al. 1998; Foote et al. 1997). Dans plusieurs especes, les génes
de résistance semblent étre en région télomeérique ou pres du centromeére. Par exemple,
deux des genes de résistance chez la laitue qui ont été localisés par hybridation in situ
(FISH), ont été trouvés I’'un dans une région télomérique et l'autre centromérique
(Lagercrantz et al. 1996); Rpgl dans I'orge est télomérique (Kilian et al. 1997) alors que
le géne Mi de la tomate est a la frontiere de I'hétérochromatine centromérique (Kowalski
et al. 1994). Il sera intéressant de voir si ces modéles se maintiennent pour les clusters
de genes de résistance dans beaucoup d'espéces parce que les réarrangements
chromosomiques impliquent souvent des changements prés du télomére et du
centromere; la position chromosomique peut donc contribuer, au moins partiellement,
au mangue de synténie de quelques genes de résistance. Aussi, la caractérisation des
locus correspondant & un segment de A. thaliana qui porte le gene de résistance RPM1
flanqué de deux génes putatifs, GTP et M4, chez B. napus, a révélé la présence de six

loci, dont seulement deux contiennent une copie de RPM1 (Grant et al. 1998).

4.4.3 Les défis de la génomique comparative

Un des défis de la génomique comparative est de distinguer les orthologues (c.-a-d. les
génes homologues avec un ancétre commun qui ont été séparés par un événement de
spéciation) des paralogues (c.-a-d. homologues dérivant d'un événement de duplication
de gene); ce qui est particulierement problématique dans de grandes familles de géenes
telles que les genes de résistance. Un deuxieme probleme concerne la possibilité
d’identifier des segments conservés a I’aide de la cartographie génétique. Les familles
multigéniques et les pseudogenes, par exemple, peuvent parfois rendre difficile
I’identification du bon gene orthologue, surtout si les especes comparées sont €loignées
phylogénétiqguement. En effet dans ce cas, il est difficile de distinguer I’érosion de
I’identité de séquence due a la spéciation de celle due a la duplication. De plus, la
distance entre deux marqueurs sur une carte genétique correspond a un pourcentage de
recombinaison et ne reflete pas du tout le contenu en genes et la séquence d’ADN de
cette région du génome. Entre 2 marqueurs peuvent se cacher des centaines de génes, et
la macrosynténie entre deux especes n’implique pas forcément [I’existence de

conservation des géenes et de leur ordre (microsynténie).
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5 LES OBJECTIFS DU TRAVAIL DE RECHERCHE

La culture du caféier Coffea arabica, seule espéce polyploide du genre Coffea, constitue
une source de revenu importante et vitale pour I’économie de nombreux pays tropicaux.
Toutefois, la trés faible diversité génétique des variétés actuelles (i.e. les caféiers
cultivés dans le monde dérivent d'un nombre extrémement réduit d'individus fondateurs)
et leur sensibilitt a de nombreux parasites et ravageurs, rendent cette culture
particuliérement vulnérable aux contraintes biologiques. Notamment, la rouille orangée
due a un champignon basidiomycete, Hemileia vastatrix, constitue une contrainte
agronomique majeure dans la plupart des pays producteurs. Les méthodes actuelles de
lutte, essentiellement chimiques, représentent une large part des colts de production,
avec des conséquences néfastes pour I’environnement et la santé humaine. Dans une
perspective de développement durable de la caféiculture, la création de nouvelles
variétés presentant une résistance durable a la rouille et une bonne qualité pour le

consommateur apparait indispensable.

Les programmes d’amélioration visent a I’utilisation de sources de résistance a la rouille
identifiées au sein des espéces diploides de caféiers, et notamment les especes C.
canephora et C. liberica, au travers d’un nombre tres limité d’hybrides interspécifiques.
Une diversification des sources de résistance apparait necessaire. Dans le cadre d’un
programme de recherche et développement visant a relancer la filiere «café» en
Nouvelle-Calédonie (NC), des hybrides interspécifiques naturels entre C. arabica et C.
canephora ont été identifies dans des plantations abandonnées. Ces hybrides (HNC)
montrent une bonne résistance aux races locales de rouille et pourraient constituer une
nouvelle source(s) pour I’amélioration de C. arabica. Par ailleurs, dans la perspective
d’obtenir une résistance durable des variétés ameéliorées, I’association de plusieurs
génes de résistance au sein d’un méme génotype est recherchée. Toutefois, cette
stratégie est difficile a mettre en ceuvre par les méthodes de selection conventionnelles
et la qualité du café produit par les variétés introgressées n’est pas toujours préservée.
La mise en place d’une sélection assistée par marqueurs apparait donc comme un

objectif prioritaire.

Les objectifs de cette these, financée par la Province Sud de Nouvelle Calédonie, étaient
directement liés a une meilleure connaissance de cette nouvelle ressource génétique que

constituent les hybrides HNC, et des bases génétiques et moléculaires de la résistance a
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la rouille chez le caféier. Dans les approches entreprises, une large place a été donnée a

I’utilisation de marqueurs génétiques moléculaires. Par ailleurs, nous avons évalué la

possibilité d’utiliser les données développées sur les organismes modeles Arabidopsis

thaliana et Solanum lycopersicum pour améliorer la cartographie physique d’une région

chromosomique de resistance chez le caféier.

Cing études principales ont été réalisées, les quatre premieres font I’objet d’un chapitre

rédigé sous la forme d’article scientifique :

La premiere étude (Chapitre 2) s’intéresse au mode de formation des hybrides
interspécifiques C. arabica x C. canephora et les flux de génes entre ces deux
especes dans les conditions naturelles de Nouvelle-Calédonie. Cette analyse

s’appuie sur des approches combinées d’outils moléculaires.

Parallelement la diversité génétique des hybrides naturels de NC et leur
comportement vis-a-vis d’un échantillon représentatif de races de rouille connues se
développant sur le caféier C. arabica ont été evalués (chapitre 2). Le potentiel de ces

hybrides pour I’amélioration de C. arabica est mis en valeur.

La troisieme partie est consacrée a I’identification et au développement de
marqueurs moléculaires (SCAR, SSR...) d’un géne de résistance a la rouille (i.e.
Snu3) pouvant étre utilises dans le cadre d’une sélection assistée par marqueurs
(chapitre 3). Le développement d’une carte physique de la région chromosomique

de C. arabica correspondant au locus Sy3 a été réalisé.

La quatrieme partie porte sur la mise en évidence et I’évaluation d’une
microsynténie entre un segment chromosomique du caféier (région Sy3) et des
segments équivalents chez Arabidopsis thaliana (chapitre 4). Les implications

évolutives et fonctionnelles de cette microsynténie sont discutées.

Enfin, la cartographie de la région chromosomique correspondant au locus Sy3 a été

réalisée sur Solanum lycopersicum (chapitre 4).

A I’issue de ces travaux, une synthése des résultats obtenus (chapitre 5) est présentée et

des perspectives de recherches sont exposées.
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Chapitre rédige sous la forme d’un article accepté a GENOME

Introgressive hybridization between the allotetraploid Coffea
arabica and one of its diploid ancestors C. canephora in an

exceptional sympatric zone in New Caledonia

L. MAHE, D. LE PIERRES, M-C. COMBES and P. LASHERMES

40



Développement des ressources naturelles pour I’amélioration de C. arabica :
Etude des hybrides interspécifiques naturels de Nouvelle-Calédonie

6 Introgressive hybridization between the allotetraploid
Coffea arabica and one of its diploid ancestors C. canephora

In an exceptional sympatric zone in New Caledonia
6.1 Abstract

In the past ten years, a lot of information has been gathered on genetic, epigenetic and
genomic effects of polyploidy and especially the role of these attributes in the success of
polyploid establishment and evolution. In contrast, information on gene flow between
polyploid and their diploid relatives is very limited, even though they can be used to infer
the selective forces that led to speciation in the first place. Here, we analyzed interspecific
gene flow between the allotetraploid Coffea arabica and one of its ancestral diploid
progenitors Coffea canephora in a sympatric zone of New Caledonia. The objectives were
to investigate the processes governing hybrid formation and gene introgression in natural
conditions. Occurrence of a large assortment of hybridization events between the two
coffee species is clearly established. Although bi-directional mating was observed, only
unidirectional introgression from C. canephora into C. arabica was noted in later
generation hybrids. We proposed to consider a phase of stable coexistence between C.
arabica and its diploid progenitor species at the time of C. arabica formation, supporting
the suggestion of an important role for gradual, population processes governing the

evolution of polyploidy in natural populations.

Most of the collected post-F; hybrid plants exhibited a high level of introgression (average
0.73 and 0.68 for SSR- and AFLP-based introgression indices respectively) suggesting no
counter selection against the introgression of C. canephora genetic material. Altogether,
the New Caledonian central mountains appear to be a highly favourable environment for

introgressive hybridization and a genetic diversity center for C. arabica.
6.2 Introduction

Genome introgression appears particularly important in plant evolution (Arnold and
Hodges 1995; Arnold 1997). It occurs in regions where genetically differentiated taxa
meet, mate and hybridize. These regions are auspicious for introgressive hybridization,
which can be defined as the movement of genes between species mediated by backcrossing

or more broadly defined as the transfer of genes between genetically distinguishable
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populations (Rieseberg and Carney, 1998). Beneficial consequences have been proposed
for introgression of genetic material including: increased genetic diversity (Beaumont et al.
2001; Sawkins et al. 2001, Tsukaya et al. 2003), and local adaptive evolution (Arnold
1997; Rieseberg and Carney 1998; Martin et al. 2006). However, introgression can also
have a negative effect on the survival of certain plant species. For example Levin et al.
(1996) showed how hybridisation might contribute to the extinction of rare plant species

through demographic swamping and genetic assimilation by an abundant congener.

Among the 103 species, so far described (Davies et al. 2006), belonging to the subgenus
Coffea, two species are of economic importance, Coffea arabica L. and Coffea canephora
Pierre (Charrier and Berthaud 1985). Coffea species are diploid (2n=2x=22), except C.
arabica (2n=4x=44) which is self-fertile and recognized as an allotetraploid (i.e. C°E?
genome) formed by hybridization between two diploid species C. eugenioides (E genome)
and C. canephora (C genome) (Lashermes et al. 1999). Low divergence between the two
diploid constitutive sub-genomes of C. arabica and those of its modern-day progenitor
species was demonstrated (Lashermes et al. 1999; Herrera et al. 2002a). At the present
time, C. arabica is endemic to inter-tropical forests in the highlands of South West
Ethiopia and the Boma Plateau of Sudan, and it is characterized by a low genetic diversity
(Lashermes et al. 1999). In those environments, C. arabica appears as the only coffee tree
species and gene exchange with diploid species can be ruled out. C. canephora originated
in the lowland forests of tropical Africa, which stretch from guinea to Uganda and Angola
(Charrier and Berthaud 1985).

In relation with the worldwide development of coffee growing, C. arabica trees are
gathered occasionally with diploid species representatives in coffee-producing areas.
Occurrence of spontaneous hybrids between C. arabica and diploid relative species such as
C. canephora and C. liberica is from time to time reported, especially when these species
grow in direct proximity (Cramer 1957). Although their genesis and evolution have never
been investigated, those rare hybrids have been intensively used in coffee breeding
programmes as the main source of resistance to pests and diseases. Recently, prospecting
missions in New Caledonia (Pacific island) for genetically original material have revealed
several areas of sympatric occurrence of both introduced species C. arabica, C. canephora
and plants showing intermediate phenotypes (Charmetant and Le Pierres 1991; Le Pierres

1999). These coffee fields were abandoned in the 1940s and could be considered as neo-
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Figure 14. Localization of sites in New Caledonia where C. arabica (striped stars), C.
canephora (white star) are reported. The sampled sympatric zone (Col d’Amieu) between C.

arabica and C. canephora is identified by an open circle.
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natural hybrid zone. Our objectives were to ascertain the presence of hybrid plants in those
exceptional areas, to investigate the processes governing hybrid formation and gene
introgression between two coffee species, C. arabica and C. canephora, and to evaluate

the diversity of this genetic material.

6.3 Materials and Methods

6.3.1 Sampling

Leaves from adult plants were sampled at five sites around le Col d’Amieu in New
Caledonia (Figure 14) : Friquet (F; 21°40’, 165°45"), Szemmelveisz (S; 21°39°, 165°457),
Leonard (L; 21°39°, 165°44"), Couli (C; 21°37’, 165°49°) and close to the Foa valley for
Dogny (D; 21°39, 165°56). Phenotypically they were classified as 42 hybrids, 7 C.
canephora plants, and 3 C. arabica. For comparison, three C. arabica varieties namely
Bourbon, Typica and Le Roy, and a C. canephora accession (IF200) were also included as
references. Hybrid plants were collected on the bases of their intermediate leaf size and
domatia number between C. canephora (big and wide leaves with no domatia) et C.

arabica (small and narrow leaves with domatia).

6.3.2 Determination of nuclear DNA content

The total DNA amount in nuclei of collected coffee plants was assessed by flow cytometry
(Dolezel et al, 1989). Segments from fresh leaves were analysed as reported by Herrera et
al. (2002b). Each measurement was repeated at least twice. To determine the ploidy level
of hybrids, the peak values were compared with the values determined (four replicates) for
the diploid (C. canephora, acc. EC37) or tetraploid (C. arabica, acc. typica) parental

species.

6.3.3 AFLP assay

The AFLP protocol described by Lashermes et al. (2000) was followed. A total of 12
primer pairs were used in this analysis: E-ACG M-CTG, E-AAC M-CAA, E-ACA M-
CAT, E-ACG M-CAA, E-ACA M-CTT, E-AAC M-CTT, E-ACG M-CTA, E-ACT M-
CTT, E-ACT M-CTA, E-AAG M-CTA, E-ACG M-CAT, E-ACT M-CAA. The AFLP

amplification products were designated in order of decreasing fragment size and according
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to the primer combinations used. Only polymorphic clear bands were scored in a binary

data matrix.

6.3.4 Microsatellite assay

In total twenty-three SSR were selected for this analysis. Sixteen SSR loci revealed
constantly distinct alleles between C. arabica and the cultivated accessions of C. canephora
(Herrera et al. 2002a, Prakash et al. 2005). Those 16 SSR loci were further considered as
species diagnostic SSR loci. Among the 23 SSR loci studied, 16 were previously mapped
and are distributed on 7 of the 11 chromosomes of C. canephora (Lashermes et al. 2001).
The PCR assay of specific SSR primer pairs was carried out as reported by Combes et al.
(2000).

6.3.5 DNA chloroplast identification

The simple cleaved amplified polymorphic sequence (CAPS) procedure developed by Cros
et al. (1998) was used to determine the type (C. arabica vs C. canephora) of cpDNA
present in the collected plants. A region (atpB-rbcL) of the chloroplast genome
corresponding to the intergenic spacer region between atpB (ATP synthase beta subunit)
and rbcL (RuBisCO large subunit) genes and the first 56 codons of rbcL was amplified
using the primers E: 5° GGTTCAAGTCCCTCTATCCC and F: 5 ATTTGAACTGGTGACACGAG.
Then, the amplified products were sequentially digested by Alul and Sau3A. Conditions of
amplification and digestion were as described by Lashermes et al. (1996a). Revelation was
performed by electrophoresis on agarose gels. The C. arabica atpB-rbcL region is
characterized by fragments of 269 bp and 81 bp in length, while C. canephora atpB-rbcL
generates 3 fragments of 136, 117 and 81 bp, respectively.

6.3.6 Data analysis

Introgression indices reflecting the proportion of C. canephora genome introgressed were
calculated for all hybrid plants. The first index corresponds to the frequency of diagnostic
SSR loci showing at least one canephora allele. The second index corresponds to the
number of observed AFLP canephora marker alleles in a given hybrid plant divided by the

estimated number of AFLP canephora marker alleles detected in a theoretical interspecific
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hybrid C. arabica x C. canephora using the same set of primer combinations. This
theoretical number of AFLP canephora markers was estimated as the mean number of
AFLP markers differentiating the 7 accessions of C. canephora and the 3 accessions of C.
arabica included in this study, multiplied by 0.85 to take into account that about 30% of
AFLP markers are in the heterozygous state in C. canephora (Lashermes, unpublished
data).

6.4 Results

6.4.1 Molecular authentication of interspecific hybrid plants collected in

New Caledonia

The 42 putative hybrid plants collected (i.e. 5 sites in Central mountains; Figure 14) in the
New Caledonian sympatric zone between C. canephora and C. arabica were analyzed
using molecular markers and compared to collected samples and representative accessions

of both coffee species C. arabica and C. canephora.

Twelve AFLP primer combinations, which generated clear patterns with coffee accessions
in a previous study, were used (Herrera et al. 2004). The size of the AFLP fragments in
these experiments ranged from approximately 40 to 400 bp. The number of scored
amplified bands per sample and per gel varied between 15 and 30, depending on both the
primer combination and the accession considered. As anticipated, the six samples of C.
arabica (i.e. 3 collected samples and 3 accessions) appeared very similar (i.e. 2
polymorphic bands) while the number of polymorphic bands within the C. canephora
samples (i.e. 7 collected samples and 1 accession) was very high(i.e. 143 polymorphic
bands). A total of 410 AFLP fragments were scored in the group of putative hybrid plants.
All the AFLP fragments (i.e. 267) observed in C. arabica accessions were identified within
the group of putative hybrid plants. In addition, 153 AFLP fragments not detected in any of
the accessions of C. arabica were identified. The low genetic diversity established in C.
arabica allow to consider them further as canephora markers. In spite of the limited
number of C. canephora accessions included in this study, 139 of these 153 marker bands
were also observed in at least one of the canephora samples analyzed, confirming their
canephora origin. Furthermore, the total number of canephora markers varied from 22 to
60 among the putative hybrid plants.
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Table 4. List and characterization of identified first-generation hybrids.

Plant codes Origin Ploidy level CpDNA type Presence of locus exhibiting
(site) two C. canephora alleles
Leonard

L1 4 X C. arabica

L2 4X C. arabica +
Couli

c23 4 X C. canephora

c28 3X C. arabica

C30 4X C. arabica

C34 4 X C. arabica +

C38 4X C. arabica +

C39 4X C. canephora

C 40 3X C. canephora
Friquet

F5 3X C. canephora

F6 3X C. arabica
Dogny

D92 4X C. arabica
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The 23 SSR primer combinations selected for this study gave clear amplification profiles
that could be easily scored in each of the 56 samples analyzed. All these SSR markers were
polymorphic and the banding patterns resolved by each primer pair were in accordance
with single locus variation and the allotetraploid structure of C. arabica. For 21 of the 23
SSR loci, identical alleles were observed within the six samples of C. arabica.
Polymorphism was only observed at two SSR loci. In total, 153 alleles were identified
within the group of putative hybrid plants. Of these 153 alleles, 32 are equivalent to alleles
of C. arabica and 121 correspond most probably to alleles from C. canephora, although
merely 84 were detected in the set of C. canephora samples included in this study. The
number of SSR loci exhibiting canephora alleles in a given plant varied from 2 to 23

among the putative hybrid plants.

Altogether, both AFLP and SSR analyses clearly ascertain an interspecific origin (C.
arabica x C. canephora) for the 42 plants presenting a “hybrid” phenotype collected in the

New Caledonian central mountains.

The progeny generation of collected hybrid plants was determined based on the analysis of
SSR loci (i.e. diagnostic loci) that exhibit alleles differentiating the two potential parental
species, C. arabica and C. canephora. The 42 hybrid plants were assessed using the 16
diagnostic SSR loci. Since the arabica alleles are always observed in the hybrid plants,
only the canephora alleles appeared informative. The plants exhibiting at least one
canephora allele for all of the loci examined were considered as first-generation hybrids
(i.e. F1), while the plants showing loci with only arabica alleles were considered as post-F;
plants. The ability to distinguish among post-F; generations was not investigated since the
expected canephora allele marker frequency distribution for one or more different
backcross generations or for selfing can overlap, and because of the required assumption of
random chromosome segregation. Among the 42 hybrid plants, 12 appeared as F; plants
and 30 as post-F; plants (Table 4). The F; plants results were confirmed when using the 7
additional SSR loci. In addition, the 12 identified F; plants had values of the AFLP
introgression index close to 1, confirming their F; status and a good fit of the data obtained
by the two marker types. Furthermore, F; plants were identified at 4 of the 5 collected sites
in association with post-F; plants. In contrast, only post-F; plants were detected at the

Szemmelveisz site (S).
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Figure 15. Distribution of post-F1 hybrid plants according to the C. canephora

introgression index based on SSR data.
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Figure 16. Distribution of SSR loci according to their frequency of introgression among
the 30 post-F1 hybrid plants. For each individual post-F1 plant, the locus was

considered introgressed when exhibiting at least one C. canephora allele.
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The total DNA amount in nuclei of hybrid plants was assessed by flow cytometry. To
ascertain their ploidy level, the 2C nuclear DNA contents were compared with the values
determined for the two parental species C. canephora and C. arabica. Two groups of F;
plants were identified (Table 4). One group of 8 plants exhibiting a DNA content
equivalent to the species C. arabica were considered as tetraploid (4x). The second group
involving 4 individuals exhibited a relative DNA content intermediate between the two
parental species (i.e. C. arabica and C. eugenioides) and were considered as triploid (3x).
Regarding the post-F; plants, a continuous and large variation in DNA content was
observed. A tendency could be identified and resulted in a majority of plants closed to the
tetraploid level. However, the possibility of plants involving aneuploid gametes from

disturbed meiosis of F;’s precluded a precise categorization of post-F; plants.

6.4.2 Gene flow between C. arabica and C. canephora

In order to unravel the dynamics of gene flows between the two species, the maternal
affiliation of hybrid plants was investigated. Considering that cpDNA is inherited through
the maternal parent in Coffea species (Lashermes et al. 1996a), the atpB-rbcL region was
used as marker (Cros et al. 1998) to determine whether the coDNA of the different hybrid
plants originates from C. arabica or from C. canephora. Except for two plants that did not
amplify, the maternal identities of hybrid plants were successfully established: 35 hybrids
(80%) showed C. arabica chloroplast DNA while 5 presented C. canephora cpDNA. From
these results we conclude that the F; hybrids were preferentially formed with C. arabica as
female parent. However, hybrid plants exhibiting canephora-derived cpDNA were also

observed among both the F; plants and the post-F; plants.

The level of C. canephora genome introgression in the post-F; plants was evaluated.
Introgression indices reflecting the proportion of C. canephora genome introgressed were
calculated based on either SSR or AFLP markers for the 30 inferred post-F; plants. Both
indices showed a high significant correlation (r = 0.84, P< 0.001) and revealed a high level
of canephora genome introgression in most post-F; plants (Figure 15). The mean values of
SSR- and AFLP-based introgression indices were 0.73 and 0.68, respectively (data not
shown). In addition, 87% of post-F; plants had an introgression index higher that 0.50,
whatever the introgression index considered. Also, the few plants (e.g. L8, D87, S10, S20)

showing the lowest introgression rate originated from three different sites.
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Table 5. List of identified C. canephora alleles for all analyzed SSR loci. For each allele, the
presence in the different populations (Dogny, D; Couli, C; Leonard, L; Szemmelveisz, S;

Friquet, F) and mean frequencies are reported.

Locus Alleles  Populations Mean Locus Alleles  Populations Mean Locus Alleles  Populations Mean
D CL S F DCL S F D CL S F
SAT32 Ca + o+ o+ o+ o+ 0,31 SAT171 Ca + 0,05 SAT235 Ca + o+ 0,04
Ch + + 0,09 Cb + o+ 0,05 Cb + o+ + o+ 0,36
Cc + 0,03 Cc + + 4+ 0,33 Cc + 0,04
Cd + + + 0,15 Cd + 0,03 Cd + + + + o+ 0,22
Ce + + o+ 0,18 Ce + o+ 0,08 Ce + 0,22
Cf + 0,03 Cf + o+ 0,29 Cf + 0,03
SAT41 Ca + + 0,07 Cg + 0,02 SAT251 Ca + 0,03
Cbh + o+ 0,08 SAT177 Ca + o+ + 0,14 Cb + + 0,07
Cc + o+ 0,06 Cb + + 0,04 Cc + o+ + 0,12
Cd + + + 0,08 Cc + o+ 0,10 Cd + + 0,12
Ce + o+ 0,06 Cd + o+ o+ + 0,31 Ce + o+ o+ + 0,31
Cf + + 0,15 Ce + 0,08 SAT252 Ca + 0,02
Cg + + 0,23 SAT189 Ca + 0,04 Cb + 0,06
SAT47 Ca + o+ o+ 0,20 Cb + 0,03 Cc + o+ + o+ 0,33
Cb + + + + 0,30 SAT193 Ca + + + + 4+ 0,81 Cd + o+ + 0,29
Cc + o+ o+ + 0,29 SAT225 Ca + 0,13 Ce + o+ 0,07
Cd + o+ 0,06 Cb + 0,06 SAT253 Ca + o+ 0,09
Ce + o+ 0,04 Cc + + + 0,36 Chb + 0,01
Cf + 0,01 Cd + 0,22 Cc + o+ o+ 0,20
SAT65 Ca + o+ o+ o+ o+ 0,93 Ce + 0,03 Cd + + o+ 0,28
SAT109 Ca + o+ + 0,51 SAT227 Ca + 0,04 Ce + 0,30
Ch + + + 4+ 0,21 Ch + 0,03 SAT254 Ca + 0,08
Cc + o+ 0,05 Cc + 0,04 Cb + 0,04
Cd + 0,01 Cd + 0,04 Cc + o+ 0,04
SAT157 Ca + + o+ + 0,36 Ce + o+ 0,13 Cd + + + 0,22
Cb + o+ o+ o+ o+ 0,67 cf + 0,01 Ce + + 0,16
SAT160 Ca + o+ + + 0,43 Cg + + 0,05 Cf + 0,03
Ch + + 0,07 Ch + + 0,09 Cg + 0,04
Cc + o+ 0,16 Ci + o+ o+ 0,16 Ch + 0.01
Cd + 0,03 Cj + + 0,19 Ci + 0,01
SAT166 Ca + o+ + 0,24 Ck + o+ 0,06 SAT262 Ca + 0,04
SAT170 Ca + o+ o+ o+ 4+ 0,77 SAT228 Ca + 0,03 Cb + o+ + 0,09
Cb + 0,02 Cb + + + + 4 0,50 Cc + + o+ + 0,17
SAT280 Ca + 0,04
Cb + + o+ 0,18
Cc + + 0,06
Cd + + 0,09

Ce + + + 0,19
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The frequency of introgression for the 16 diagnostic SSR loci among the 30 post-F; hybrid
plants were analyzed (Figure 16). For each individual post-F; plant, the locus was
considered introgressed when exhibiting at least one C. canephora allele. The frequency of
introgression observed among the different analyzed loci in the post-F; plants varied from
0.4 to 0.9 with an average value of 0.7 reflecting a rather homogeneous behaviour for

introgression of the chromosomal region linked with the different SSR loci.

6.4.3 Genetic variation of hybrid plants

The genetic variability of hybrid plants from the 5 collected sites was evaluated. The
arabica alleles were invariably present among the hybrid plants at all loci except the locus
M177, which showed a polymorphism similar to the variation observed among the C.
arabica accessions. In contrast, a considerable variation for the canephora alleles was
observed. The different canephora alleles identified for each of the 24 SSR loci analyzed
are listed in Table 5. The total number of canephora alleles per locus varied from 1 to 11,
with a mean of 4.6. Most alleles were shared by plants originating from different collecting
sites. However, few alleles appeared restricted to one single population. Differences
between sites were observed. While the plants collected at the sites Dogny (D), Couli (C)
and Friquet (F) showed marked polymorphism, the plants originating from the Leonard (L)
and Szemmelveisz (S) sites appeared more homogeneous. Moreover, for several loci, more
than 3 canephora alleles per loci were observed among the plants collected at a given site
(i,e. D, C and F), suggesting the involvement of several canephora genotypes in the
hybridization process. Furthermore, of the 42 hybrid plants, we identified 10 plants
exhibiting at least one SSR locus presenting two C. canephora alleles; three pertain to the

F1 group of hybrids and the others to the post-F.
6.5 Discussion

C. arabica was first introduced in New Caledonia by Marist Brothers in 1856. After
several severe attacks by the pathogen Hemileia vastatrix (leaf rust), resistant diploid
Coffea seeds were imported between 1911 and 1915 (Dussert 1911; Charles 1932),
creating sympatric occurrence of both species in several areas. The occurrence of
hybridization events between the coffee species, in fields that were forsaken in the 1940s,
is clearly established in the present study. Examples of hybridization between pairs of

closely related species are numerous (Arnold et al. 1987; Rieseberg et al. 1990; Martinsen
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et al. 2001; Sweigart and Willis 2003; Payseur and Nachman 2005). However, few studies
have involved polyploid species and their diploid progenitors such as C. arabica and C.
canephora. The present sympatric zone is therefore of particular interest. In addition, the
historical context of coffee introduction in New Caledonia provides information about the
timescale of hybridization and rules out the possibility of ancient and recurring

introgression between the species studied.

At all of the five prospected sites around le Col d’Amieu, hybrid plants were identified.
The molecular characterization of hybrid plants indicated the occurrence of numerous and
different hybridizations between C. arabica and C. canephora in the environmental
conditions of the New Caledonian central mountains. The repeated hybrid formation
suggests a significant overlap between the flowering periods of both species, although
differences in flowering phenology between the two species have been reported (Baranski
1996). In particular, C. arabica has been reported to flower slightly later than C.
canephora. The high humidity and rather cold temperature characterizing the New
Caledonian central mountains is most probably very propitious for the development of
hybrid plants. Moreover, that environment is extremely favourable to the expansion of
coffee leaf rust due to Hemileia vastatrix (Bettencourt and Rodrigues Jr. 1988) and the leaf
rust resistance of hybrid plants inherited from the C. canephora parents (Rodrigues Jr. et
al. 1975) could represent an important selective advantage for the hybrid plants in

comparison with the plants of C. arabica.

A substantial proportion of collected hybrids (i.e. 12 of 42) corresponded to first
generation hybrids (i.e. F1), supporting the view that the hybridization between C. arabica
and C. canephora is a recent and ongoing process in the New Caledonian central
mountains. A noteworthy result emerged from the identification of various types of F;
plants. Triploid as well as tetraploid F; plants were detected. Triploid F; plants are usually
obtained when crossing C. arabica and C. canephora (Carvalho and Monaco 1968; Le
Pierres 1995). On the other hand, the identified tetraploid F; plants are likely to result from
the involvement of unreduced gametes of C. canephora. Such gametes, which contain the
full somatic chromosome number, are commonly considered as the consequence of
“gametic non-reduction” or “meiotic nuclear restitution” during micro- and
megasporogenesis. These unreduced gametes resulted either from an incomplete first

meiotic (= first division restitution or FDR) division, or from an incomplete second meiotic

49



Développement des ressources naturelles pour I’amélioration de C. arabica :
Etude des hybrides interspécifiques naturels de Nouvelle-Calédonie

division (= second division restitution or SDR). The FDR 2n-gametes comprise non-sister
chromatids of each homologous pair of chromosomes whereas in SDR 2n-gametes the
sister chromatids are included (Hermsen 1984). In the present study, both processes seem
to be concerned since of the 8 identified tetraploid F; plants, 3 seemed to involve FDR
gametes (i.e. presence of loci exhibiting two canephora alleles) while 5 appeared to result
from SDR gametes. Furthermore, both micro- and megasporogenesis appeared to be
affected. Based on the characterization of hybrid plant cpDNA, of the 8 identified
tetraploid F; plants, 6 result from crosses with C. arabica as female parent (i.e. Arabica
type cpDNA) while 2 plants derive from crosses with C. canephora as female parent (i.e.
Canephora type cpDNA). Several researchers have found than 2n pollen production is
stimulated by environmental factors such as temperature, herbivory, wounding, water and
nutrient stress (Ramsey and Schemske 1998). Temperature and especially variation in
temperature have particularly large effects (Lewis 1943; McHale 1983). In Coffea, Lanaud
(1979) reported the production of such unreduced gametes in C. canephora and C. liberica,
two diploid species, under cold treatment. The New Caledonian mid-mountain conditions

could therefore favour the production of 2n gametes and tetraploid hybrid plants.

The area of collection appeared as a hybrid swarm not only composed of parental species,
and triploid or tetraploid F; plants, but also of post-F; hybrid plants. Previous studies of
artificial hybrids in field conditions revealed that the fertility of hybrid trees is highly
dependent on their ploidy. While tetraploid hybrids (i.e. resulting from the hybridization
between C. arabica and auto-tetraploidized C. canephora diploid parents) appear
reasonably fertile (Berthaud 1978; Le Pierrés 1995), the triploid hybrids are rather sterile.
Nevertheless, viable gametes occur occasionally and triploid hybrids have been
successfully backcrossed to C. arabica (Orozco 1976). Post-F; individuals were detected
in high proportion (i.e. 71%) and at the 5 collection sites. All the 30 identified post-F;
hybrid plants invariably showed the C. arabica DNA markers and diverged only for the
number and type of canephora SSR-alleles or AFLP-bands suggesting an asymmetrical
gene flow (Ostberg et al. 2004). Furthermore, all post-F; individuals exhibited DNA
content close to that of C. arabica. Although allowing only a crude estimation, this
observation indicated that most post-F; plants were nearly tetraploid, with about 44
chromosomes. Thus, the collected post-F;s in the present study are likely to result from
either backcross events to C. arabica or from intercrosses between hybrid plants. The
presence in C. canephora of a gametophytic self-incompatibility system (Berthaud 1986,
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Lashermes et al. 1996b) could restrain the possibility of backcross to C. canephora.
Furthermore, as observed in artificial hybrids (Herrera et al. 2002b, 2004), an evolution
toward the tetraploid condition also seemed strongly favoured by a preferential
transmission from hybrid plants of gametes carrying a diploid number (i.e. 22) of
chromosomes. This process is most likely the consequence of both gametic selection and
post-zygotic barriers, as reported elsewhere (Herrera et al. 2002b; Ehlenfeldt and Ortiz
1995, Carputo et al. 1999).

The ability to distinguish among backcross generations is rather limited because of the
hybrid heterogeneity detected at the collecting sites in terms of ploidy level, the possibility
of marker distortion, and the fact that the expected marker frequency distributions for
different backcross generations can overlap (Boecklen and Howard 1997). Nevertheless,
the amount of introgressed C. canephora markers in the collected post-F; appeared very
high with 87% of plants exhibiting canephora alleles at a majority of analyzed loci. Only
one plant (i.e. L8) displayed a low degree of introgression. It is therefore suggested that
most if not all collected post-F; derived from only one or two post-F; generations. This
hypothesis is consistent with the first occurrence of hybrid plants in the 1940s, when the
coffee fields of the New Caledonian central mountains were forsaken, and the long time
(i.e. 10-20 years) required before the first flowering of the coffee-tree in natural conditions
(Berthaud 1986).

Gene flow from C. canephora to C. arabica therefore appears potentially very important in
the New Caledonian central mountain conditions. In addition, the rather homogeneous
frequency of introgression observed among the different analyzed loci in the post-F; plants
suggests the absence of strong selection either in favour or against the introgressed
canephora alleles. In relation to its outcrossing nature, C. canephora is considered to carry
a high level of deleterious recessive alleles (Lashermes et al. 1994). The behaviour
observed in the present study is likely to be a consequence of the polyploid condition. The
buffering capacity of polyploids against the effects of deleterious recessive alleles has been
already demonstrated in several plant species such as alfalfa and oilseed rape (Sharpe et al.
1995; Brouwer and Osborn 1999). On the other hand, one could expect a favourable
selection of introgressed markers due a linkage disequilibrium (LD) between those markers
and loci affecting the resistance to leaf rust. However, further studies on this issue are

needed to draw final conclusions. In particular, a large number of plants and markers
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should be considered (Comai et al. 2004) and it should be established whether the observed

resistance to leaf rust is due to one or several loci.

A widely held view is that diploids and their polyploid derivatives are isolated by strong,
post-zygotic genetic barriers (Futuyma 1998; Schluter 2001). However, this assumption is
not entirely supported by the literature on wild species of mixed ploidy, and is probably an
oversimplification (Husband 2004). From the present study, it appears that C. arabica and
C. canephora could be considered as biological species, i.e. groups of interbreeding
populations that are “genetically isolated” rather than “reproductively isolated” (Rieseberg
and Carney 1998). The contribution of bridges via interspecific triploid or tetraploid
hybrids on the establishment of the allotetraploid C. arabica species remains to be
evaluated. In particular, a phase of stable coexistence between C. arabica and its diploid
progenitor species could have occurred, supporting the suggestion (Husband 2000) of an
important role for gradual, population processes governing the evolution of polyploidy in

natural populations.

Altogether, the New Caledonian central mountains appear to be a highly favourable
environment for hybrid formation and gene introgression between C. canephora and C.
arabica. The New-Caledonian sympatric zone could be considered as a centre of neo-
diversity for C. arabica. The detected interspecific hybrid plants represent a considerable
genetic diversity that would justify preservation measures and appropriate conservation
strategies. In addition, further analysis in times to come of those introgressed populations
appears particularly interesting and offers an opportunity to explore important aspects of
polyploidy evolution and speciation, such as the roles of ecological factors (e.g. leaf rust)

and the consequences of interploidy introgression.

52



Développement des ressources naturelles pour I’amélioration de C. arabica :
Etude des hybrides interspécifiques naturels de Nouvelle-Calédonie

Chapitre rédige sous la forme d’un article soumis a PLANT BREEDING

A new source of resistance against coffee leaf rust from
New-Caledonian natural interspecific hybrids between

Coffea arabica and C. canephora

L. MAHE, V.M.P. VARZEA, D. LE PIERRES and P. LASHERMES

53



Développement des ressources naturelles pour I’amélioration de C. arabica :
Etude des hybrides interspécifiques naturels de Nouvelle-Calédonie

7 A new source of resistance against coffee leaf rust from
New-Caledonian natural interspecific hybrids between

Coffea arabica and C. canephora
7.1 Abstract

The development of cultivars resistant to coffee leaf rust caused by the fungal pathogen
Hemileia vastatrix is a priority in coffee breeding. However, only very few descendants of
interspecific hybrids between Coffea arabica and diploid relative species have been used
as resistance source. Identification of new sources of resistance appeared therefore
particularly worthwhile. Hybrid plants derived from interspecific hybridization between C.
arabica and C. canephora and found in neo-natural coffee tree populations of New
Caledonia was therefore investigated. AFLP and microsatellites amplification were used to
evaluate the genetic diversity of fourteen hybrid plants, and rust resistance was evaluated
by inoculation with a panel of rust races representing a large variability in virulence. An
important genetic diversity was characterized in hybrid plants originating from
introgressions into C. arabica from various C. canephora progenitors. On the fourteen
plants tested for leaf rust resistance, eight appeared resistant to all experimented races.
Such plant material should represent a highly valuable resource for C. arabica breeding
against coffee leaf rust.

7.2 Introduction

Commercial coffee production relies mainly on two closely related species: Coffea arabica
and Coffea canephora, accounting for approximately 70 and 30% of worldwide coffee
production, respectively (International Coffee Organization, http://www.ico.org). C.
arabica (2n = 4x = 44), the only polyploid species in the Coffea genus, is characterized by

very low genetic diversity (Anthony et al. 2002).

Coffee leaf rust caused by the pathogen fungal Hemileia vastatrix is regarded as one of the
most serious diseases of the coffee-tree (Kushalapa and Eskes 1989, Van der Vossen
2005). Coffee genotypes are classified in resistance groups according to their interaction
with physiologic races of the rust pathogen (Bettencourt and Rodrigues 1988, Varzea and

Marques 2005). Plants, characterized by resistance to all the known rust races are classified
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in group A while the traditional Typica and Bourbon cultivars that showed susceptibility to

most races, are included in group E.

The search for natural coffee-trees showing resistance to leaf rust goes up from 1875. In
particular, a tetraploid genotype known as the Timor Hybrid was found in a C. arabica
field on the island of Timor in 1927 (Bettencourt 1973). Molecular analysis has established
that the Timor Hybrid originated from one spontaneous interspecific cross between C.
canephora and C. arabica (Lashermes et al. 2000). Progenies of the Timor Hybrid have
been largely distributed worldwide and intensively used in coffee breeding programs as the
main source of resistance to coffee leaf rust (Van der Vossen 2001). However, in the last
few years, some improved commercial varieties derived from the Timor Hybrid have been
reported to gradually loose their resistance to leaf rust in some countries due to the
appearance of new virulent races (Varzea and Marques 2005). Identification and use of

new sources of resistance to leaf rust would be therefore particularly worthwhile.

Recently, new hybrid plants deriving from interspecific crosses between C. arabica and C.
canephora were described in several areas of New-Caledonian central mountains (Mahé et
al. 2007). In the current study, we intend to evaluate the potential of thus plants,
denominated hybrid from New Caledonia (HNC), for C. arabica improvement. The
genetic diversity of fourteen representative HNC plants was established and compared to
Timor Hybrid-derived genotypes. In addition their potential of resistance in regard to

coffee leaf rust was determined.

7.3 Materials and methods

7.3.1 Plant material

Cuttings of fourteen HNC plants were collected at five sites around le Col d’Amieu in New
Caledonia and were transferred to greenhouses in France and Portugal for further
evaluation. Those plants included both first generation hybrids (i.e. F;) as well as advanced
post-F1 hybrid individuals corresponding to Canephora-introgressed arabica genotypes
(Mahé et al. 2007). Three Timor hybrid-derived genotypes consisted of three accessions
(T18130, T5296, T17931) that derived from the three main Timor hybrid progenies (i.e.
832-1, 832-2, and 1343) used in breeding programs were also included in the study for
comparison. Eight C. canephora accessions from the IRD collection and two C. arabica
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varieties namely Bourbon and Typica, cultivated in New Caledonia, were added as

references.

7.3.2 Molecular marker analysis

Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) and microsatellites (SSR) were
applied for genetic diversity analysis. The AFLP protocol described by Lashermes et al.
(2000) was followed and a total of twelve EcoRI+3/Msel+3 primer pairs were used in this
analysis. In addition, fourteen SSR that revealed constantly distinct alleles between C.
arabica and the cultivated accessions of C. canephora were selected for this analysis
(Herrera et al. 2002). The PCR assay of specific SSR primer pairs was carried out as
reported by Combes et al. (2000). Genetic distances between genotypes where estimated
according to DICE coefficient. Cluster analysis by the unweighted pair group method
using arithmetic averages (UPGMA) was performed with the TREECON (version 1.1)
software (Van de Peer and De Wachter 1994). An introgression index reflecting the
proportion of C. canephora genome introgressed was calculated for all HNC plants as
reported by Mahé et al. (2007). This index corresponds to the number of observed AFLP
Canephora marker alleles in a given hybrid plant divided by the estimated number of
AFLP Canephora marker alleles detected in a theoretical interspecific hybrid C. arabica x

C. canephora using the same set of primer combinations.

7.3.3 Rust inoculation test

Evaluation for leaf rust resistance of fourteen plants issued from interspecific crosses
between C. arabica and C. canephora was carried out at Coffee Rusts Research Center
(CIFC) in Oeiras, Portugal. The inoculation tests and the assessment of reaction types were
carried out by a method developed by D’Oliveira, (1954-57). Each inoculation test was
repeated three times. Except for the plant L1, four different rust races from the worldwide
collection maintained at CIFC were used: isolates CIFC 1427 (Race Il), CIFC 2191 (Race
XXXVII), CIFC 5a (incompletely characterised Race), and CIFC 1321 (Race XXIX).
Those isolates were selected for representing a large variability in virulence (i.e. virulence
genes v5-t0-v9) and included the new virulent rust isolates (i.e. isolates 5a, 2191 and 1321)

that overcome the resistance of Timor Hybrid-derived genotypes.
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Figure 17. Dendrogram based on AFLP marker (Dice coefficient) constructed for the
fourteen hybrids plants sampled in New Caledonia. The canephora AFLP introgression

index is indicated on the right side of the dendrogram.
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7.4 Results and discussion

Twelve AFLP primer combinations were used. A total of 250 AFLP fragments were scored
in the group of HNC plants. All the AFLP fragments (i.e. 121) observed in C. arabica
accessions were identified within the group of HNC plants. On the other hand, 129 AFLP
fragments not detected in any of the accessions of C. arabica were observed. Those
markers were therefore considered further as Canephora markers. Although the number of
C. canephora clones included in this study was limited, 115 of these 129 marker bands
were also observed in at least one of the Canephora samples analysed, confirming their
Canephora origin.

To examine the genetic diversity represented by the HNCs, a dendrogram tree was drawn
which computed all the AFLP polymorphic bands detected in HNC plants, which were
almost exclusively Canephora markers (Figure 17). The dendogram was widely spread
revealing an important diversity. Thus establishing that the HNC constitute a considerable

source of genetic diversity.

Furthermore, the total number of Canephora markers varied from 2 to 60 among the HNC
plants. Thus, the introgressed fraction of C. canephora genome as estimated through the
AFLP introgression index appeared highly variable (Figure 17). While 6 plants are likely
to be F; hybrids (i.e. introgression index of 1), the plant L8 displayed a low introgression
rate (i.e. 4%). This is of special importance when using this material for C. arabica
breeding in order to reduce the number of backcross generations required to restore the
genetic background of the recipient cultivar and there by ensure good quality of the
improved variety. For comparison, using similar approach, the introgressed markers
identified in a set of Timor Hybrid-derived genotypes were estimated to represent from 9%

to 26% of the C. canephora genome (Lashermes et al. 2000).

To compare further the HNCs to the Timor Hybrid-derived genotypes, the allelic diversity
at fourteen SSR loci was analysed. While all the SSR loci exhibited Canephora
introgressed alleles (i.e. alleles never observed in C. arabica accessions and exhibited by
one or several C. canephora accessions) among the HNCs, only five SSR loci appeared
introgressed in Timor Hybrid-derived genotypes. For those, the overall allelic diversity
related to C. canephora introgression observed in the Timor hybrid-derived genotypes

appeared to be very low (6 alleles) compared to that detected within the HNC plants (20
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Table 6. Reaction type (R = resistance and S = Susceptible) of HNC plants inoculated with

the race Il and different rust isolates that overcome resistance factors introgressed in C.

arabica from C. canephora through the Timor Hybrid.

Plants Rust isolates Putative coffee

1427 2191 5a 1321 physiological
Race Il Race XXXVII Undefined Race  Race XXIX Group *

(V5) (v2,5,6,7,9) (v2,5,7,9,7) (v5,6,7,8,9)

L1 R nd nd R A

L2 R R R R A

L4 R R S R Not yet defined

L7 R R R R A

L8 R R R R A

L9 R R R R A

L 10 R R R R A

c23 R R R R A

c28 R S R R Not yet defined

C30 S S R S R

C34 R R R R A

D95 R S R R Not yet defined

S1 R S S S E

S2 R R R R A

nd: not determined

* As defined in Varzea and Marques 2005



Développement des ressources naturelles pour I’amélioration de C. arabica :
Etude des hybrides interspécifiques naturels de Nouvelle-Calédonie

alleles). Only two Canephora alleles were in common between Timor Hybrid-derived
genotypes and HNC plants. This result is consistent with the difference in origin of the two
types of genetic material: the Timor Hybrid-derived plants originated from a unique
interspecific hybrid (Lashermes et al. 2000) while the HNCs derived from numerous

crosses involving contrasted C. canephora parental genotypes.

With the exception of plant C 30, all HNC plants appeared resistant to the rust race Il that
is the most frequent worldwide (Kushalapa and Eskes 1989). Interestingly, it is possible to
find HNC plants like, L2, L7, L8, L9, L10, C23, C34 and S2 that showed resistance to all
experimented races including the new virulent races overcoming the resistance of Timor
Hybrid-derived genotypes. Those plants most probably belong to the physiological group
A (Table 6). Furthermore, HNC plants (L4, C28, C30 and D95) exhibited heterogeneous
responses suggesting the involvement of several resistance factors inherited from C.
canephora. Although requiring further studies, these plants are likely to correspond to new

physiological groups (Varzea and Marques 2005).

In conclusion both AFLP and SSR were very effective at detecting genetic variation. The
molecular data points toward elevated level of genetic diversity of C. canephora
progenitors at the origin of HNCs. Comparison with Timor Hybrid-derived genotypes
illustrates the large and new diversity present in HNC plants. Finally rust inoculation test
clearly established the resistance potential of those HNCs. Although only a representative
set of HNCs was studied, HNC plants appeared very promising as new source of resistance
against leaf rust and would justified extended collection and preservation measures.
Individuals showing a low level of introgression could be directly used in breeding
programs and significantly contribute to the development of improved Arabica cultivars

exhibiting a valuable resistance to rust.
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Chapitre rédige sous la forme d’un article a soumettre

Development of sequence characterized DNA markers
linked to leaf rust (Hemileia vastatrix) resistance in coffee
(Coffea arabica L.)
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8 Development of sequence characterized DNA markers linked
to leaf rust (Hemileia vastatrix) resistance in coffee (Coffea

arabica L.)

8.1 Abstract

Coffee leaf rust due to Hemileia vastatrix is one of the most serious diseases in Arabica
coffee (Coffea arabica). A resistance gene (i.e. Sy3) has been transferred from C. liberica
into C. arabica. The present work aimed at developing sequence characterised genetic
markers for leaf rust resistance. Linkage between markers and leaf rust resistance was
tested by analysing two segregating progenies, one F, population of 101 individuals and
one backcross (BC,) population of 43 individuals, derived from a cross between a
susceptible and a SH3-introgressed resistant genotype. A total of ten sequence
characterised genetic markers closely associated with the Sy3 leaf rust resistance gene
were generated. These included simple sequence repeats (SSR) markers, sequence-
characterised amplified regions (SCAR) markers resulting from the conversion of
amplified fragment length polymorphism (AFLP) markers previously identified and SCAR
markers derived from end-sequences of bacterial artificial chromosome (BAC) clones.
Those BAC clones were identified by screening of C. arabica genomic BAC library using
a cloned AFLP-marker as probe. The markers we developed are easy and inexpensive to
run, requiring one PCR step followed by gel separation. While three markers were linked
in repulsion with the Sy3 gene, seven markers were clustered around the Sy3 gene.
Notably, two markers appeared to co-segregate perfectly with the Sy3 gene in the two plant
populations analysed. These markers are suitable for marker-assisted selection for leaf rust

resistance and to facilitate pyramiding of the Sy3 gene with other leaf rust resistance genes.
8.2 Introduction

Coffee leaf rust (CLR) due to the biotrophic fungus Hemileia vastatrix is one of the most
serious diseases in Arabica coffee (Coffea arabica) and causes annual economic damage
estimated at more than US$ 1 billion (van der Vossen 2005). Although after the first
reported epidemics on cultivated arabica coffee in Sri Lanka, India and Indonesia, CLR
was confined to Africa and Asia for more than a century, it is now found in all coffee

producing countries in the world except Hawaii and Australia. Timely application of
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fungicides can provide adequate control, but is usually beyond the financial means of small
farmers who are the main coffee producers in most countries (Kushalappa and Eskes
1989). Given the economic context, minimizing the use of chemical inputs for
management of the disease, and developing and cultivating durable host-resistant cultivars

appears to be the most effective and viable option.

C. arabica L. (2n= 4x = 44), the only polyploid species in the Coffea genus, is an
allotetraploid containing two diploid subgenomes, namely C* and E? which originated
from two different diploid species (2n = 2x = 22), C. canephora and C. eugenioides,
respectively (Lashermes et al. 1999). In spite of the low divergence between the two
constitutive subgenomes, C. arabica displays a diploid-like meiotic behaviour and
conforms to disomic inheritance (Lashermes et al. 2000a). Furthermore, while C. arabica
is characterized by low genetic diversity, considerable variability has been reported among
diploid coffee species (Berthaud and Charrier 1988). The transfer of desired characters,
and in particular disease resistance from related diploid species into cultivars of C.
arabica, is thus an ongoing priority in coffee breeding (van der Vossen 2001). Host
resistance to CLR is conditioned primarily by a number of dominant resistance factors, and
coffee genotypes are classified in groups based on their interaction with physiologic races
of the rust pathogen. Resistance to coffee leaf rust appears to be determined by at least nine
resistance genes, referred to as Syl to Sy9, either singly or in combination; the
corresponding virulence’s are referred to as V; to Vg (Bettencourt and Rodrigues 1988). Of
these resistance factors, Syl, Sy2, Su4 and Sy5 have been identified in C. arabica. The
other genes, Su6, Su7, Su8 and Sy9, have been introgressed from the diploid species C.
canephora, and Sy3 from another diploid species, C. liberica (Wagner and Bettencourt
1965; Bettencourt and Rodrigues 1988; Prakash et al. 2004).

Efforts to obtain durable resistance to coffee leaf rust had a long history of initial successes
followed by disappointments because of the appearance of new virulent races of rust
fungus (Bettencourt and Rodrigues 1988; Prakash et al. 2005). To date as many as 45
physiological races are known to infect different coffee genotypes in different coffee
growing countries (Varzea and Marques 2005). The resistance genes identified in C.
arabica, used either singly or in combination, have not provided durable resistance to most
races of rust fungus. In contrast, the Sy3 gene from C. liberica and certain genes from C.

canephora have provided long-lived protection under field conditions (Eskes et al. 1989;
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Srinivasan and Narasimhaswamy 1975). Consequently, the combined use of resistance
genes introgressed from diploid coffee species -either by accumulating them in one
genotype (pyramid varieties) or using them in composite varieties- is expected to provide
durable resistance (Kushalappa and Eskes 1989; Moreno and Alvarado 2000; Eskes 2005).
However, combined introgression of various resistance genes into outstanding cultivars
using traditional plant breeding methods can be cumbersome as the presence of new genes
introduced into the common background is masked by genes that are already present.
Moreover, there are clear limitations due to the length of time needed for coffee tree
generation, the high cost of field trials, and the lack of accuracy in the current strategy used
to restore the genetic background of the recipient cultivar and thereby ensure the quality of
the improved variety. Availability of molecular markers linked to Sy genes and other genes
that influence resistance to coffee leaf rust would therefore be extremely useful (Lashermes
et al. 2000b). In a previous paper (Prakash et al. 2004), we reported the detection of
molecular markers closely linked to the Sy3 leaf rust resistance gene introgressed into C.
arabica from C. liberica. We identified a total of 21 amplified fragment length
polymorphism (AFLP) markers distributed within a distance of 6.3 cM on the C. liberica
introgressed fragment carrying the Sy3 gene. Nevertheless, we considered the usefulness of

these AFLP markers in molecular-assisted selection (MAS) to be rather limited.

The objectives of the present study were (1) to convert the identified AFLP markers into
sequence-characterized amplified region (SCAR) markers suitable for MAS, (2) to develop
new markers linked to the Su3 gene using a genomic BAC (bacterial artificial
chromosome) library of C. arabica (Noir et al. 2004) and marker resources from a genetic
linkage map of C. canephora involving microsatellite (i.e. simple sequence repeats, SSR)
markers (Lashermes et al. 2001), and 3) to test the robustness and behaviour of the Sy3-
linked markers in two segregating plant populations.

8.3 Materials and methods

8.3.1 Plant material

The plant material analysed in the present study consisted of two C. arabica segregating
populations involving the leaf rust susceptible line Matari (resistance group F) and the
S.288 line (resistance group G): one F;, population (Matari x S.288) of 101 individuals and

one backcross (BC,) population of 43 individuals, the Matari line being used as recurrent
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parent. The S.288 line is derived from a selfed offspring of S.26, a natural hybrid between
C. arabica and C. liberica (Vishveshwara 1974), and carries the CLR Sy3 resistance gene
that has been introgressed from C. liberica (Prakash et al. 2002, 2004). In addition to the
above populations, the two parental lines were also included in the analysis.

8.3.2 Evaluation of rust resistance

Evaluation of the F, population for leaf rust resistance has been already reported (Prakash
et al. 2004). Evaluation of the backcross population was carried out at CIFC (Oeiras,
Portugal) in the same way. As detailed by Bettencourt and Rodrigues (1988), rust
resistance patterns were assessed based on artificial inoculations in greenhouse/controlled
conditions using the rust races Il and VIII that enable segregation analysis of the Sy3
resistance gene. The rust uredospores (1 mg/pair of leaves) were inoculated on the lower
side of the fully expanded tender leaves and were then gently spread with a camel-hair
brush. The inoculated leaf surfaces were sprayed with distilled water and the plants were
kept in moist chambers (18-24°C) or wrapped in wet plastic bags for 48 h under dark/dim
light conditions. The reaction type was evaluated 25-35 days after inoculation using a
descriptive scale (D’Oliveira 1957; Eskes and Toma-Braghini 1982).

8.3.3 Development of SCARs from AFLP markers

AFLP markers whose estimated size was over 150 bp and which were well separated from
other visible bands were selected for cloning. By careful matching of the gels and the films
the bands were excised, the DNA diffused into water and 2 pl of the eluted DNA was used
for PCR analysis with matching unlabelled selective AFLP primers. Amplification was
performed in a 25 pl mixture containing 2 pl of the DNA solution, 1X buffer, 2.0 mM of
MgCl,, 100 uM of dNTPs, 0.4 uM of each of the primers and 0.5 U of Tag DNA
polymerase. The PCR programme consisted of an initial denaturation step at 95°C for 5
minutes, followed by 35 denaturation cycles at 94°C for 45 sec, primer annealing at 50°C
for 45 sec, elongation at 72°C for 45 sec, and a final extension step at 72°C for 10 min.
Amplification products were viewed in 2% agarose gel. Fresh PCR products consisting of
single bands were cloned using the TOPO TA Cloning kit with pCR 2.1-TOPO vector and
chemically competent cells (Invitrogen, Life Technologies) following the manufacturer’s
instructions. Four positive clones with the right sized inserts were selected per cloning
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reaction and plasmid DNA extracted using the QIAprep spin kit (QIAGEN Sciences,
Maryland, USA) according to the manufacturer’s instructions. The plasmid DNA was
sequenced by Genome Express (France) and replicate sequences of the same band were
aligned using the CLUSTAL W 1.82 program (European Bioinformatics Institute).
Sequence specific primers were designed using the Primer3 program (Whitehead Institute,
USA) targeting sizes between 18 and 22 bp and an optimum annealing temperature of

55°C, so that they could all be analysed under the same conditions.

8.3.4 BAC library analysis

A BAC library constructed (Noir et al., 2004) from the genomic DNA of the arabica
cultivar IAPAR 59 was used. High-density colony filters were prepared using a Genetix Q-
Bot. BAC clones were double-spotted onto Hybond-N" filters (Amersham-Pharmacia) in a
4 x 4 pattern as described by Tomkins et al. (1999). In total, 27 648 clones from the BAC
library were spotted onto a 22.5 x 22.5 cm filter representing approximately 7 basic coffee
genome equivalents. The labelling of probes and filter hybridization conditions were as
described in Noir et al. 2004. The detected BAC clones were grown for 48 h at 37°C in 1.5
ml 2YT medium containing chloramphenicol (12.5 pg/ml). The BAC DNA was extracted
using an alkaline lysis procedure (Sambrook et al., 1989) and extremities sequenced from
one or the two insert sides using primers pIBf (5' GGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG 3')
and pIBr (5 CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC 3'). Sequence specific primers were

designed as indicated above.

8.3.5 Analysis of SCAR and SSR markers

Genomic DNA was isolated from lyophilized leaves by means of a nuclei isolation step as
described by Agwanda et al. (1997). Amplification conditions using specific primer pairs
(either SCAR or SSR), radioactive labeling and polyacrylamide gel electrophoresis were as
reported elsewhere (Combes et al. 2000). The markers were revealed either on Kodak
Biomax X-ray films or on Amersham storage Phosphor screen and screened after 24 hr
with a Typhoon scanner (9700 series, Amersham Biosciences) to obtain digital images.
Single-stranded DNA conformation polymorphism (SSCP) analysis was also performed.
Briefly, 8 ul of PCR products were added to 2 pl of Urea (5M), 10 pl of a solution
containing 95% formamide, 10 mM NaOH, 0.05% of xylene cyanol, and 0.05% of
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Figure 18. Example of marker (i.e. Sat244) associated with the Sy3 leaf rust resistance

gene segregating within the F, (Matari x S.288) population.
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Figure 19. Linkage map based on the F, (Matari x S.288) population analysis of the
chromosome segments either in coupling (right) or repulsion (left) surrounding the Sy3
gene (highlighted). Molecular marker names are on the right, while the estimated map
distances in ¢cM are shown on the leftt SCAR markers showing codominant

polymorphism are in bold.
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bromophenol blue and 5 pl of TBE 0.5x. The samples were heat-denatured for 6 min in 94
°C and quickly cooled on ice for 2 min. Then 15 pl of the sample was loaded onto a 0.75
mm 16 cm x 18 cm non-denaturing acrylamide gel (8 ml acrylamide-bisacrylamide (40%
wiv) 37.5:1, 4 ml Glycerol 50%, 2 ml TBE 10X, 26 ml of water, 150 pl amonium
persulphate 10% and 15ul TEMED. Electrophoresis was run in 0.5x TBE buffer at cool
temperatures (10 degrees) and 450V/cm. After the gel was removed from the apparatus,

and stained with Ethidium Bromide for 20 minutes.

Linkage analysis and map construction were performed using the computer program
MAPMAKER version 3.0b (Lander et al 1987). The most-likely order of the markers was
obtained using exhaustive multipoint analyses. Recombination frequencies were converted
into map distances or centiMorgan (cM) values using the Kosambi function (Kosambi
1944).

8.4 Results

8.4.1 Conversion of AFLP markers into SCARs

Attempts were made to clone 15 of the 21 previously identified Sy3-linked AFLP markers,
sequences and specific primer pairs were identified for ten of these AFLP markers.
However, only four revealed polymorphism between the two parental lines and within the
F, (Matari x S.288) population and could consequently be validated. These SCAR, named
Sp-M5-SH3, Sp-M8-SH3, Sp-M16-SH3, Sp-M18-SH3, are described in Table 7 and
correspond to the AFLP markers M5, M8, M16 and M18, respectively. Depending on the
SCAR considered, 2 to 3 different amplified products were observed but in all cases a
marker band was found to be present in the resistant parental line (S.288) and absent in the
susceptible line (Matari) (Figure 18). Segregation of these markers was detected among the
F, population as the original AFLP markers. In addition for two SCAR, Sp-M8-SH3 and
Sp-M16-SH3, an additional marker band, absent in the resistant parental line (S.288) and
present in the susceptible line (Matari), and segregating among the F, population was also

observed.
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Table 7. Sequence-characterised DNA markers linked, either in coupling or in repulsion, to

the Sy3 leaf rust resistance gene

Marker Primer sequences (5’>3") Linkage PCR Anneal. Electrophoresis
(Polymorphism) temp. (°C) conditions *

Sp-M5-SH3 For: TTCACGATCCAAGAAGCA Coupling 50 D
Rev: AGCATGCATTGTAGAAAAA (Dominant)

Sp-M8-SH3 For: GAATTCAGCGACGATTG Coupling 55 N
Rev: GATTTGGTGGAAGGGAGC (Co-Dominant)

Sp-M16-SH3  For: TTAACTGGAAACTTGGCTTG Coupling 50 D
Rev: ATCTAGCTTTGGAACATCGT (Co-Dominant)

Sp-M18-SH3  For: CTATTTGGTGTGGGAAGTAAC Coupling 55 D
Rev: CTACATCCACGGAGAGAAAC (Dominant)

Sat160 For: TGCTTAGGCACTTGATATAGGA Repulsion 60 D
Rev: CACGTGCAAGTCACATACTTTA (Dominant)

Sat281 For: TCTTCGTCTTTGCTATTGGT Repulsion 56 D
Rev: TATTAACGTCCATCCACACA (Dominant)

Sat244 For: GCATGTGCTTTTTGATGTCGT Coupling 56 D
ReV: GCATACTAAGGAAATTATCTGACTGCT (Dominant)

BA-42-21B-r  For: CACACACAGCCTAAGCATCAA Repulsion 60 D
Rev: GGATTGACTCGACTCACCAA (Dominant)

BA-48-210-f  For: ACAGTGAATTCCCCAAGCAC Coupling 60 D
Rev: ACTTGGCAGGCGTAATTGAA (Co-Dominant)

BA-124-12K-f  For: TGATTTCGCTTGTTGTCGAG Coupling 60 D
Rev: TGCAGATTGATGGCACGTTA (Dominant)

* Denaturing vs. non-denaturing acrylamide gel electrophoresis
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8.4.2 Development of BAC-derived markers

A genomic C. arabica BAC library was screened by high-density filter hybridisation using
the AFLP-marker clones M5, M8, and M16 as probes. While the M5 and M16 clones
hybridised a high number of BAC clones and contained most likely repetitive sequences,
only two BAC clones were positive for M8. Subsequently, BAC ends from these two M8-
positive BAC clones were used as probes to develop and extend a BAC contig on both
sides. A total of 35 BAC clones were isolated and specific primer pairs were designed for
18 different BAC-end sequences. The ability of these sequence-specific primers to reveal
polymorphism was tested. Three BAC-end derived SCAR markers showing clear and
simple size polymorphism between the two parental lines were identified and are listed in
Table 7. The markers were named according to the BAC clones for which they were
derived, BA-48-210-f, BA-124-12K-f and BA-42-21B-r, respectively.

8.4.3 Ildentification of SSR markers

Preliminary analysis (results not shown) indicated that the markers Sp-M5-SH3, Sp-M8-
SH3, and Sp-M18-SH3, are located on linkage group 1 (i.e. chromosome 1) of the C.
canephora genetic map derived from the clone IF200 (Lashermes et al. 2001). SSR
markers mapped in this region were therefore tested for polymorphism between the two
parental lines, Matari and S.288, and within the F, (Matari x S.288) population. Three SSR
(Table 7) revealed polymorphism due to the presence of an additional allele either in
Matari (Sat160, Sat281) or in S.288 (Sat244).

8.4.4 Genetic Mapping of the S43 region

Linkage analysis was performed using the F, (Matari x S.288) population (Figure 19). The
ten sequence characterized DNA markers (i.e. SCAR and SSR) were tested on 101
individuals. Seven markers fitted the 3:1 inheritance mode expected for a dominant marker
while three markers appeared to be co-dominant (1:2:1 ratio). The analysis resulted in two
small linkage groups (i.e. 5.6 and 5.9 cM) comprising markers tightly linked to each other
(LOD score > 10). The markers Sat244, BA-124-12K-f and Sp-M8-SH3 co-segregated
perfectly with the Sy3 leaf rust resistance gene. The two linkage groups grouped all

alleles/markers inherited from either S.288 or Matari and appeared to be connected by the
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Table 8. Survey of sequence-characterised DNA markers linked to the Sy3 gene in 43
individuals (BC2) derived from a cross between the line S.288 carrying the Sy3 rust
resistance gene (group G) and the susceptible line Matari (group F) used as recurrent
parent. + indicates the presence of the marker bands; — indicates the absence.

Plant code Resistance
Group

BA-48-210-f
Sat244
BA-124-12K-f
Sp-M16- S,;3
Sp-M5-S,,3
Sp-M18- S3

12
13
14
19
21
24
34
35
36
37
46
47
54
60
63
64
66

+ +
1
1

10
11
18
22
25
27
32
38
40
41
42
43
45
48
51
52
55
58
67
68
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three co-dominant markers (BA-48-210-f, Sp-M8-SH3, Sp-M16-SH3). The two linkage
groups thus appeared to be related to the Sy3 region, one being the introgressed fragment
carrying the Sy3 gene (i.e. markers in coupling) while the other represented the
corresponding fragment inherited from the non-introgressed line (i.e. markers in

repulsion).

8.4.5 Confirmation of the leaf rust-linked markers in an advanced

segregating population

To evaluate their potential usefulness as genetic markers associated with the Sy3 gene,
nine of the ten sequence characterized DNA markers (marker Sp-M8-SH3 was not tested)
were further evaluated in a backcross population (BC;) between S.288 and Matari
(recurrent parent) comprising 43 individuals (Table 8). All the markers/alleles in repulsion
were always present and thus did not show any segregation. Furthermore, the markers in
coupling, Sp-M5-SH3 and Sp-M18-SH3, were constantly absent. Only the markers closest
to the Su3 gene, BA-48-210-f, Sat244, BA-124-12K-f and Sp-M16-SH3 showed the
expected segregation ratios. Moreover, the Sy3 gene appeared to be present in 23
individuals and absent in 20 individuals, a segregation pattern that fits the 1:1 ratio
expected for a single dominant gene. The markers Sat244 and BA-124-12K-f co-
segregated perfectly with the Sy3 leaf rust resistance gene while the markers BA-48-210
and Sp-M16-SH3 showed only one discrepancy each. All together, the observed
segregation patterns were consistent with the marker order and the Su3 localisation

deduced from the analysis of the F, (Matari x S.288) population.
8.5 Discussion

In the present study, a total of ten sequence characterised genetic markers associated with
the Su3 leaf rust resistance gene were generated. These included SSR markers as well as
SCAR markers. In particular, AFLP markers were successfully converted to SCAR
markers. The conversion procedure we used thus appears to be quite reliable even though
not all AFLP markers were successfully cloned and validated. Afterwards, the cloned
sequence corresponding to a SCAR marker that appeared in the vicinity of the S43 gene
was used to screen a C. arabica BAC library and develop a BAC contig encompassing the
Su3 locus. This BAC contig was not only useful to generate additional SCAR markers but
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also represents a significant step towards a map-based cloning approach (Peters et al.
2003).

The markers we developed are inexpensive to run, requiring one PCR step followed by gel
separation, and they are all distributed within the Sy3 region. While three markers were
linked in repulsion with the Sy3 gene, seven markers were clustered around the Sy3 gene.
Notably, two markers appeared to co-segregate perfectly with the Sy3 gene in the two plant
populations analysed and should be particularly appropriate for coffee MAS (Lashermes et
al. 2000b). As anticipated, the markers in repulsion were absent in the advanced backcross
population. The two more distant markers on one side of the Sy3 gene were also absent in
that population suggesting that crossover events occurred within the introgressed fragment

carrying the Sy3 gene during development of the backcross population.

Both co-dominant and dominant markers were identified. The interest of both marker types
is rather similar. Co-dominant markers enabled the heterozygous to be distinguished from
the homozygous plants for the Sy3 gene. However, adequate combinations of dominant
markers in coupling and in repulsion could provide the same information. Furthermore,
both marker types produce bands in both resistance and susceptible genotypes and failed-
PCR reactions could be easy to identify.

The leaf rust resistance Sy3 gene was targeted for marker development because of its
simple genetic inheritance (Prakash et al 2004) and its usefulness for coffee breeding
programmes. Even though races of H. vastatrix that break down the host resistance
conferred by the Sh3 gene originated in India, they nevertheless displayed reduced
aggressiveness, and the cultivar harbouring the Sy3 gene has demonstrated agronomically
acceptable durable resistance in field conditions for the last 20 years (Prakash et al 2005).
In field conditions, a fitness penalty (Leach et al. 2001) appears to be applied to the
pathogen to overcome this particular resistance gene (Eskes 1989; Prakash et al 2005).
Furthermore, similarity may exist between Sy resistance genes and the molecular
information generated concerning Sy3 provides the insight needed to study other Sy genes
(Michelmore 2000).

Marker-assisted selection offers many advantages in plant breeding, especially when trying
to breed for durable resistance against plant pathogens by pyramiding resistance genes into

a common background (Melchinger 1990; Youg 1999). Subsequent progeny testing to
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confirm the presence of desirable genes can be a laborious process especially in the
absence of discriminatory pathotypes of the pathogen concerned. The introgression of
genes can easily be monitored using molecular markers without screening with the

pathogen and irrespective of environmental conditions.

In conclusion, the sequence characterized DNA markers developed in this study appear to
be very closely linked to the Sy3 leaf rust resistance gene. As such, these markers are not
only useful for MAS, but will also be extremely useful for fine-mapping studies and

ultimately for cloning the Sy3 gene (s).
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Comparison between a coffee single copy chromosomal
region and Arabidopsis duplicated counterparts evidenced
high level synteny between the coffee genome and the

ancestral Arabidopsis genome
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9 Comparison between a coffee single copy chromosomal
region and Arabidopsis duplicated counterparts evidenced
high level synteny between the coffee genome and the

ancestral Arabidopsis genome
9.1 Abstract

The Arabidopsis thaliana genome sequence provides a catalogue of reference genes that
can be used for comparative analysis of other species thereby facilitating map-based
cloning in economically important crops. We made use of a coffee bacterial artificial
chromosome (BAC) contig linked to the Spy3 leaf rust resistance gene to assess
microsynteny between coffee (Coffea arabica L.) and Arabidopsis. Microsynteny was
revealed and the matching counterparts to C. arabica contigs were seen to be scattered
throughout four different syntenic segments of Arabidopsis on chromosomes (Ath) I, 111,
IV and V. Coffee BAC filter hybridizations were performed using coffee putative
conserved orthologous sequences (COS) to Arabidopsis predicted genes located on the
different Arabidopsis syntenic regions. The coffee BAC contig related to the Sy3 region
was successfully consolidated and later on validated by fingerprinting. Furthermore, the
anchoring markers appeared in same order on the coffee BAC contigs and in all
Arabidopsis segments with the exception of a single inversion on Atlll and AtlV
Arabidopsis segments. However, the Sy3 coffee region appears to be closer to the ancestral
genome segment (before the divergence of Arabidopsis and coffee) than any of the
duplicated counterparts in the present-day Arabidopsis genome. The genome duplication
events at the origin of its Arabidopsis counterparts occurred most probably after the
separation (i.e. 94 million years ago) of Euasterid (Coffee) and Eurosid (Arabidopsis).

9.2 Introduction

During the last decade, comparative genomic approaches have been developed in many
crop species, notably in cereals, crucifers and solanaceae (Devos 2000; Lagercrantz and
Lydiate 1996; Moore et al. 2005). The comparison of genomic sequences across species
enables better understanding of the processes that drive the evolution of genomes. To make
such comparisons, homologous regions need to be identified within or between genomes to

enable a closer look at the different types of rearrangements (e.g., inversions,

73



Génomique comparative

translocations and transpositions), gene duplications and gene loss. Furthermore, given the
high degree of genome colinearity at both the broader genetic level and the gene level,
comparative genome mapping can be an efficient tool for transferring information and
resources from well-studied genomes, such as those of Arabidopsis and rice, to related
plants. It can also facilitate high-resolution linkage mapping and map-based cloning
experiments in many plant species. To date, most comparative genomic and genetic
analyses of dicotyledonous plants have used information from the genome sequence of the
model plant Arabidopsis thaliana (125-Mb genome with ~26,000 annotated genes, The
Arabidopsis genome initiative) (Grant et al. 2000; Paterson et al. 2000; Ku et al. 2000;
Salse et al. 2002; Bowers et al. 2003).

Complete sequencing of Arabidopsis revealed a large number of gene duplications, and
today, it is accepted that at least three duplication events have occurred in the Arabidopsis
genome. The oldest duplication event related to angiosperm-gymnosperm divergence is
thought to have occurred between 300-400 million years ago (Mya) (Savard et al. 1994;
Maere et al. 2005), although more data is needed to confirm this. The second set of
duplicated blocks was formed after the monocotyledonous/dicotyledonous divergence,
estimated at between 112 and 200 Mya (Wolfe et al. 1989; Ku et al. 2000; Simillion et al.
2002; Bowers et al. 2003). More data is available on the most recent event, which was
shown to result from a single polyploidy event that encompassed the whole genome
(Simillion et al. 2002; Chapman et al. 2004). This occurred between the Arabidopsis-
Brassica split and the Arabidopsis-Cotton split, and definitively after the Arabidopsis-
Medicago split (Gandolfo 1998; Grant 2000). Time estimations range from 24 to 75 Mya
(Lynch and Conery 2000; Simillion et al. 2002; Vision et al. 2000; Bowers et al. 2003;
Ermolaeva et al. 2003; Blanc et al. 2003). Remarkably, despite a large number of
duplications, conservation of gene order within small chromosomal regions has been found
between Arabidopsis and distantly related plants such as rice, sorghum, tomato, Capsella,
soybean and Lotus japonicus (Paterson 1996; Dodeweerd et al. 1999; Grant et al. 2000; Ku
et al. 2000; Rossberg et al. 2001; Strake et al. 2004).

Comparative genetic experiments can be based on orthologous genes between different
species. However, one difficulty is the fact that many genes are members of gene families,
and it is consequently often difficult to determine if a gene mapped in the second species is

orthologous or paralogous to that of the first species. The recent development of sequence
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datasets for many species raises the possibility of using computational methods to assist in
identifying sets of putative orthologs across multiple species (Fulton et al. 2002). Recently,
a set of conserved single copy, orthologous genes (COS) was developed for comparative
mapping across wide taxonomic distances (Lin et al. 2005; Wu et al. 2006). These
sequences correspond to single or low copy genes; they have remained relatively stable in
sequence since radiation of dicotyledonous plants (Fulton et al. 2002; Lin et al. 2005).
Thus COS markers could help improve our understanding of the evolution of genomes and
chromosomes, as well as facilitate the transfer of genome sequence data from fully
sequenced genomes to species that lack such information.

Coffee is an important international commodity, ranking among the five most valuable
agricultural exports from developing countries (Food and Agriculture Organization,
http://apps.fao.org). Moreover, production and processing of coffee employs more than 25
million people worldwide. Commercial coffee production relies mainly on two closely
related species: Coffea arabica and Coffea canephora, which account for respectively
about 70 and 30% of coffee production worldwide (International Coffee Organization,
http://www.ico.org). C. arabica (2n=4x=44) is a recent amphidiploid species native to
Africa containing two subgenomes that originated from two related diploid species
(2n=2x=22), C. eugenioides and C. canephora (Lashermes et al. 1999). Low divergence
has been reported between the two constitutive subgenomes of C. arabica (Lashermes et
al. 1999; Herrera et al. 2002) and, more generally, among the genomes of the different
species belonging to the Coffea genus (Cros et al. 1998), supporting the view that all

coffee-tree species derived from a basic coffee genome of eleven chromosomes.

Coffee leaf rust caused by the fungus Hemileia vastatrix is one of the most serious diseases
affecting coffee cultivation in almost all coffee growing countries around the world. One
resistance gene from C. liberica (i.e. Sy3 resistance factor) has been introgressed into
susceptible commercial C. arabica cultivars (Prakash et al. 2002). Amplified fragment
length polymorphism (AFLP) markers linked to the Su3 resistance gene have been
identified (Prakash et al. 2004). Recently (unpublished result), AFLP markers co-
segregating with the Sy3 gene were successfully converted into sequence-characterized
amplified region (SCAR) markers and used to screen a C. arabica BAC (Bacterial artificial
chromosome) library as a further step in the study of coffee leaf rust resistance gene(s)

using a positional cloning strategy. A total of 22 positive clones were identified and
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assembled in a BAC contig corresponding to one region of the coffee homeologous

chromosome group 1 (i.e. linkage group 1 as defined in Lashermes et al. 2001).

The objectives of the present study were to assess microsynteny between coffee and
Arabidopsis and to evaluate the possibility of transferring Arabidopsis genome sequence
information to the related Sy3 region in coffee. By combining a search of Arabidopsis
sequences homologous to coffee BAC-end sequences belonging to the related S43 BAC
contig and use of COS markers, we demonstrated microsynteny between single copy
segments in coffee and Arabidopsis duplicated counterparts. The implications for the
evolution of the coffee genome and for genomic comparisons between Arabidopsis and

coffee based on synteny are discussed.

9.3 Materials and methods

9.3.1 BAC resources

The BAC library was constructed from the genomic DNA of the arabica cultivar variety
IAPAR 59 (Noir et al. 2004). High-density colony filters were prepared using the Genetix
Q-Bot. BAC clones were double spotted onto Hybond-N" filters (Amersham-Pharmacia)
using a 4 x 4 pattern as described by Tomkins et al. (1999). In total, 27 648 clones of the
BAC library were spotted onto a 22.5 x 22.5 cm filter representing approximately seven
times basic coffee genome equivalents. Hit BAC clones were grown for 48 h at 37°C in 1.5
ml 2YT medium containing chloramphenicol (12.5 pg/ml). BAC DNA was extracted using
an alkaline lysis procedure (Sambrook et al. 1989) and extremities sequenced from one or
both insert sides using primers pIBf and pIBr (p1Bf: 5'
GGATGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGG 3'; pIBr: 5' CTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGC 3'). All
coffee BAC-end sequences that have been used in further comparative experiments
between coffee and Arabidopsis were submitted to GenBank (accession numbers from
ED98446 to ED989460).

9.3.2 Arabidopsis homologous sequences

Coffee BAC-end sequences (BEs) were analysed against the Arabidopsis genome database
using the Translated BLASTX algorithm in TAIR (The Arabidopsis information resource,
http://www.Arabidopsis.org/Blast). The TBLASTX algorithm was chosen because
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Table 9. Arabidopsis thaliana homologous sequences of coffee BAC-end sequences

from the SH3-contig. The identified Arabidopsis predicted genes showing co-

localisation in close proximity are indicated in bold.

Sequence Coffee BAC end GenBank acc. numbers
codes references

Homologous genes of A. t.

(e value)*

Identification of closest match

AT3G23160 (2e-51)
AT5G04550 (1le-26)
AT5G51670 (le-24)
AT1G34320 (8e-04)

expressed protein

AT5G43650 (0.001)

DNA binding / transcription factor

AT5G43700 (le-27)
AT1G04240 (4e-25)
AT4G14560 (5e-21)
AT3G23030 (6e-19)
ATAG14550 (4e-16)
AT1G04250 (1le-15)
AT3G23050 (7e-15)
AT4G29080 (2e-14)
AT5G65670 (5e-13)
AT3G04730 (5e-13)
AT3G15540 (le-12)
AT2G22670 (2e-12)

auxin-responsive AUX/IAA family protein

AT3G23000 (3e-67)
AT4G14580 (4e-63)
AT5G01810 (2e-53)
AT4G30960 (2e-53)
AT5G10930 (2e-52)
AT1G30270 (7e-52)
AT5G25110 (le-51)
AT2G30360 (4e-51)
AT5G45820 (6e-51)
AT5G21326 (6e-50)
AT1G01140 (8e-50)
AT2G38490 (1e-49)

CBL-interacting protein kinase

BEs2 131_11D_f ED989456
BEs3 64_1L r ED989452
BEs4 34_20L_f ED989446
BEs6 124_12K_r ED989455
BEs7 41_23C_r ED989447

AT5G43760 (4e-81)
AT2G26640 (6e-80)
AT1G04220 (4e-76)
AT1G19440 (8e-66)
AT2G16280 (4e-63)
AT2G26250 (3e-55)
AT1G68530 (5e-55)
AT1G25450 (3e-51)
AT1G01120 (8e-48)
AT4G34510 (5e-47)
AT4G34250 (4e-37)
AT4G34520 (3e-35)

Putative Beta-ketoacyl-CoA synthase

*Best twelve matches (if available) for S43 Bac-end sequences are indicated in the table for A. thaliana (A. t.).
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homologous amino acid sequences were detected more easily than nucleotidic homologies

over the large evolutionary distance separating Arabidopsis and coffee (Figure 20).

9.3.3 Arabidopsis predicted genes present on syntenic Arabidopsis

fragments.

Arabidopsis analogous predicted genes in Arabidopsis putative paralogous segments were
identified by screening Segmental Genome Duplications in Arabidopsis thaliana databases
(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/Arabidopsis_genome_duplication.shtml). The
Arabidopsis BAC names concerned were MWF10, K9D7, MQO24, MQD19, F6B6,
MRH10, MLN1, F19P19, F20D22, MWI23, F5N5, MXC7, K13C10, K14B15, F28F24,
MLM24, FCAALL.

9.3.4 Coffee orthologs

We selected predicted genes with either a single copy in the Arabidopsis genome or
duplicated on at least three of the four Arabidopsis paralogous fragments. Special attention
was paid to these paralogous Arabidopsis predicted genes as we assumed that they derived
by duplications from genes present on the Arabidopsis ancestral genome fragment. In order
to identify coffee orthologous sequences, the targeted Arabidopsis predicted genes were
compared against extracted coffee (or by default tomato) ESTs from Solanaceae Genomics
Network (SGN) databases (http://www.sgn.cornell.edu/content/coffee.pl) using the
translated BLASTX algorithm.

9.3.5 Hybridization experiment

Primer combinations specific to coffee or tomato orthologs to Arabidopsis and primer
combinations specific to coffee BEs were designed using Primer3 programme (Whitehead
Institute, USA). Probes were labeled and filter hybridization conditions were as described
in Noir et al. 2004.

9.3.6 BAC fingerprinting and contig assembly

Agarose gel-based BAC DNA fingerprinting was performed as described by Marra et al.
(1997) with some modifications. In brief, approximately 250 ng DNA was digested with
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Table 10. COS markers corresponding to predicted genes located on the targeted Arabidopsis segments identified. Putative orthologous

coffee and tomato sequences and derived primers are indicated.

Coffee Targeted Arabidopsis ORFs Identified orthologous unigenes TBLASTX Primers (5’ to 3°) Probe (bp)
sequences Coffee Tomato Scores E-values Forward Reverse Coffee Tomato
COS markers developed from single Arabidopsis ORFs

COs-18 AT1G04080 SGN-U301490 96 2e-27 ACCTCATGGGAGTTCACCAG GTGCATAGCTTTGCTGACCA 385

COS-13 AT1G04190 SGN-U310991 186 7e-48 TCTCTCGAGCAGCTTGCTTA CCCAAGACGTCCTAATCCAA 1800

COSs-8 AT3G22960 SGN-U300680 673 0 ATCATTCTAGCGTCCGATGG GAGAAGCTCAAGCGAAATGG 1900

COS-1 AT3G23400 SGN-U310636 158 le-43 GCATCAAAAGAGGCTGCATT TCAGTTCGACAGGTGGAAGA 500

COSs-19 AT5G43680 SGN-U306277 124 le-50 ACCGGAGTTTGTTTCAGTGG ACTCCTTCCTTGCTGGATGA 530

COS-5 AT5G43750 SGN-U306927 112 5e-26 GCCCTCAGTTTTCTCCATCA  GCAAAAACAGCTGCTCCAAT 1200

COs-11 AT5G43850 SGN-U317544 374 le-104 ACCGGAGTTTGTTTCAGTGG ACTCCTTCCTTGCTGGATGA* - 1700
COS-16 AT5G43920 SGN-U304045 233 3e-99 TGCTCAAACTCTGGGATGTG TTTACCCACTTCCCTGCAAC 415

COSs-17 AT5G43940 SGN-U299947 857 0] http://www.sgn.cornell.edu/ 350 and 500

COS markers developed from duplicated Arabidopsis ORFs

COSd-14 AT1G04160, AT5G43900, AT4G28710 SGN-U306823 264 le-140 TGTGTATCCAGGCACCAAG  ATATGTTTGAGTTCATCCCA 650

COSd-9 AT3G22890, AT4G14680, AT5G43780 SGN-U304277 540 le-154 TAGCAAGAACATGGGGAACC GGAGCCATGCTCAGTACCTC 700

*Primers developed from the tomato unigene
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either the restriction enzyme Hindlll or EcoRI. DNA fragments were separated into a 1%
agarose gel by electrophoresis at 80 V in circulating 1x TAE buffer at 4°C for 16 h.
Mixture of marker size DNA (Raoul, MPbiomedicals) was loaded into every five lane. The
gel was stained in 1 | of a 1: 20000 dilution of Vistra Green (Molecular Probe, USA) in 1x
TAE for 30 min. Gel images were captured using a Typhoon scanner (9400 series,
Amersham Biosciences) and exported as tagged image files. Fingerprints were edited using
the Image 3.10 module of the finger printed contig (FPC) package (Sanger centre, USA).
BAC contigs were assembled using FPC, version 7.2 program. Sulston scores of 1 x 10™°
and 1 x 10™ were tested using the stringent conditions of tolerance 5.

9.3.7 Genetic mapping

For genetic mapping, the plant material consisted of a C. arabica F, population of 101
individuals derived from a cross between two inbred lines, Matari and S.288 (Prakash et al.
2004). Genomic DNA was isolated from lyophilized leaves by means of a nuclei isolation
step as described by Agwanda et al. (1997). Amplification conditions using specific primer
pairs (either Coffee BAC-end or COS), radioactive labeling and polyacrylamide gel
electrophoresis were as reported elsewhere (Combes et al. 2000). The markers were
revealed on Amersham storage Phosphor screen and screened after 24 hr with a Typhoon
scanner (9700 series, Amersham Biosciences) to obtain digital images. Linkage analysis
and map construction were performed using the computer program MAPMAKER version
3.0b (Lander et al 1987). Recombination frequencies were converted into map distances or
centiMorgan (cM) values using the Kosambi function.

9.4 Results

9.4.1 Anchoring to the Arabidopsis genome

Fourteen BEs from twenty coffee clones belonging to the Su3-linked contig (Contig A)
were analysed against the Arabidopsis genome database using the TBLASTX algorithm in
TAIR (The Arabidopsis information resource, http://www.Arabidopsis.org/Blast).
TBLASTX matches with an arbitrary threshold limit of the E-value of less than 10 were
further investigated. Arabidopsis sequences homologous to coffee were found for five
coffee BEs (Table 9). Among the Arabidopsis predicted genes identified, only those
showing co-localisation in close proximity (i.e. less than 100kb) on an Arabidopsis
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Figure 21. Graphic representation of the putative paralogous predicted genes on the duplicated Arabidopsis segments (chromosomes 1,

3, 4, 5) pointed by coffee BAC-end sequence, based on Segmental Genome Duplications of Arabidopsis in TIGR database

(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/Arabidopsis genome duplication.shtml).
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chromosomal segment were subsequently considered. In total, 13 Arabidopsis sequences
homologous to coffee BEs were retained (Table 9) and pointed to four different regions of
the Arabidopsis genome located on chromosomes | (Atl), 111 (Atlll), IV (AtlV) and V
(AtV).

9.4.2 Analysis of targeted Arabidopsis regions

Fine analysis of the targeted Arabidopsis segments in TIGR databases of Segmental
Genome Duplications of Arabidopsis
(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/Arabidopsis_genome_duplication.shtml) revealed several predicted
genes in duplicate, triplicate or quadruplicate between the four segments of Arabidopsis,
forming a network of matching paralogous predicted genes (Figure 21). The link between
the four regions ran from At1G03800 to At1G04440 (306kb), AT5G44210 to AT5G43330
(481kb), AT3G22750 to AT3G23340 (320kb). There was a break in the syntenic network
with the Arabidopsis segment 1V; paralogous predicted gene matches ended at At4G28720
and the next started at At4G14780. Hence the estimated size of segment AtlV is 84 kb for
AT4G28440 to AT4G28720 and 147 kb for At4G14780 to At4G14340. The homologous
Arabidopsis sequences of three coffee BEs anchoring the coffee contig to Arabidopsis
segments were in duplicate (BEs6 and BEs7) or quadruplicate (BEs4) on different
Arabidopsis segments. Anchoring on segments Atlll and AtV was further confirmed by

one homolog each, i.e. BEs2 and BEs3.

9.4.3 Development of COS markers

Coffee putative COS markers corresponding to 11 predicted genes located on the different
targeted Arabidopsis segments were developed (Table 10). Nine COS corresponded to
single copy Arabidopsis predicted genes while two COS corresponded to Arabidopsis
paralogous genes (COSd). The primers were designed based on the closest orthologous
sequence identified in coffee except for the COS-11, for which a tomato sequence was
used. The primer pair for the orthologous sequence of AT5G43850 identified in coffee was

already available in the SGN database (http://www.sgn.cornell.edu/index.pl).

Strongly hybridised positive BAC clones detected on BAC filters were identified for the 11
COS. To consolidate and extend the synteny between Arabidopsis and coffee, nucleotide

79



Table 11. Arabidopsis thaliana homologous sequences from BAC clones hybridized by COS

markers presenting significant homologies to Arabidopsis thaliana sequences (in bold)

located on the targeted Arabidopsis segments.

Sequence Coffee BAC GenBank
codes end acc.
references numbers

Homologous genes of A. t.
(e value)*

Identification of closest match

BEsl2 143 8C_r ED989459

AT5G43870 (2e-15)
AT4G14740 (5e-15)
AT3G22810 (8e-13)
AT3G63300 (4e-12)

Expressed protein

BEs20 143_8C_f ED989458

AT1G05460 (2e-56)
AT5G47010 (2e-10)
AT2G03270 (4e-10)
AT2G19120 (6e-08)
AT4G30100 (1e-07)
AT1G65810 (2e-07)
AT1G08840 (3e-07)
AT1G65780 (4e-07)
AT1G16800 (5e-07)
AT5G35970 (1e-06)
ATAG05540 (8e-06)
AT5G37150 (1e-05)

RNA Helicase

BEs2’ 71_19M_r ED989453

AT4G23160 (1le-48)

Protein kinase family protein

BEs10 34 11l r  ED989460

AT1G04210 (1e-33)
AT4G31170 (7e-06)
AT2G24360 (4e-05)
AT1G50230 (1e-04)
AT5G58950 (2e-04)
AT5G50180 (3e-04)
AT3G46930 (3e-04)
AT4G14780 (4e-04)
AT1G51660 (5e-04)
AT3G27560 (7e-04)
AT2G23450 (7e-04)
AT3G22750 (0.001)

leucine-rich repeat family protein

BEs15 46_24D_f ED989449

AT1G04150 (3e-60)
AT1G51570 (2e-58)
AT3G57880 (1e-56)
AT5G12970 (6e-56)
AT5G48060 (8e-50)
AT5G06850 (7e-48)
AT4G11610 (8e-47)
AT4G00700 (4e-45)
AT4G20080 (le-41)
AT1G22610 (7e-41)
AT3G61300 (4e-37)
AT3G03680 (2e-35)

C2 domain-containing protein

BEs16 45 4E f ED989448

ATAG14750 (3e-28)
AT4G23060 (1e-09)
AT3G16490 (5e-09)
AT1G01110 (8e-09)
AT5G62070 (9e-08)
AT5G07240 (4e-07)
AT4G29150 (8e-07)
AT1G51960 (2e-06)
AT4G00820 (6e-06)
AT5G13460 (0.002)
AT2G43680 (0.002)
AT2G43680 (0.002)

Calmodulin-binding family protein

BEs17 136_1N_f ED989457

AT3G22910 (1e-36)
AT3G63380 (9e-35)
AT3G21180 (3e-32)
AT4G29900 (5e-27)
AT5G57110 (2e-25)
AT5G57110 (2e-25)
AT5G53010 (1le-21)
AT3G57330 (4e-21)
AT2GA41560 (4e-21)
AT2G22950 (1e-19)
ATAG37640 (2e-19)
AT1G27770 (3e-18)

Calcium-transporting ATPase

*Best twelve matches (if available) for Sy3 Bac-end sequences are indicated in the table for A. thaliana (A. t.)
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sequences of BEs from coffee BAC clones were determined. Sequences were analysed
against the Arabidopsis genome database with TBLASTX in TAIR (The Arabidopsis
information resource, http://www.Arabidopsis.org/Blast). Significant homologies to
Arabidopsis predicted genes were revealed for seven BEs, four of which were detected in
the segments identified in Arabidopsis (Table 11). Further hybridization was conducted
with four BEs, one of which had no sequence homology (BEsnh) to specific Arabidopsis

segments.

9.4.4 Contig assembly

With the exception of COS-1 probe, all probes detected BAC clones that hybridised with at
least one other probe. Contigs were therefore assembled from BAC clones that hybridized
to two or more single copy probes. A total of forty-two BACs were co-hybridised with
COS and BEs marker probes and they could be assembled in two contigs (Figure 22).
Contig A (Sw3 related contig) was the original region of interest and was made of 33 BAC
clones, with five COS (COS-5, COS-8, COS-9, COS-11 and COS-13) from Arabidopsis
segments Atl, Atlll, AtlV and AtV and thirteen BEs, four showing strong homologies to
Arabidopsis predicted genes (BEs2, 3, 4, 6, 7, 12, 16, 17, and 19) and three that do not
(BEsnhl to 3). Co-hybridisation with COS, COSd and BEs enabled the assembly of
another BAC contig (i.e. contig B). This contig B consisted of 9 overlapping BAC clones,
co-hybridized by COS-14 to COS-18 and BEs15. The two constructed contigs beared
markers from different duplicated Arabidopsis segments (Figure 23).

9.4.5 Validation of contig assembly

The thirty-three BAC clones belonging to contig A were fingerprinted using restriction
enzymes. On average, 30 restriction fragments per clone and per enzyme, ranging from 50
kb to 1000 bp nucleotides, were obtained and included in the FPC analysis. At a Sulston
score of 1 x 103, a total of 5 contigs comprising 2 to 7 BAC clones and 1 singleton (i.e.
BAC 82-6F) were obtained. This singleton appeared to be associated with poor
fingerprinting (Figure 24) and the BAC clone 82-6F was therefore excluded from the
further analysis. Increasing the Sulston scores to the less stringent condition of 1 x 10™°
resulted in a unique contig of 32 clones confirming the previous contig assembly based on
BAC filter hybridisations.
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Figure 24. Restriction fragment comparison (i.e. EcoRI-digest) of Coffee BAC clones
belonging to the contig A previously defined based on BAC filter hybridisations. Molecular
marker was loaded into every five lane.
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Attempts were made to genetically map the different coffee COS and BEs markers using
the C. arabica mapping F, (Matari x S.288) population. Three sequence-specific primers
corresponding to BAC-end sequences of clones belonging to contig A (i.e. 48 210 f,
124 12K f and 45 4E r) revealed length polymorphism by polyacrylamide gel
electrophoresis between the two parental lines, Matari and S.288. None of COS makers
exhibited polymorphism. For the three markers showing polymorphism, the 101
individuals of the F, (Matari x S.288) population were genotyped and a linkage analysis
was performed. A perfect co-segregation was observed between 124 12K f and 45 _4E r
while the marker 48_210_f was located at only 0.8 cM.

9.4.6 Synteny between coffee and syntenic segments of Arabidopsis

The number of anchoring orthologous markers between Coffee and individual Arabidopsis
regions was seven matches for Atl, ten for Atlll, eight for AtlV and eleven for AtV (Figure
23). Although Coffee can be anchored (by hybridisation or sequence homology) with all
four Arabidopsis regions, one coffee BE, 143 _8C_f was significantly matched to another
segment of Arabidopsis, and two BEs displayed the same homologous match (BEs2 and
BEs2’). Despite these limits, close inspection of the regions detected by TBLASTX
analysis and hybridisation against coffee BAC libraries using COS and COSd probes
provided evidence for microsynteny between coffee and the Arabidopsis duplicated
segments. Comparative mapping of different orthologous A. thaliana and coffee anchored
markers suggested perfect conservation of gene order across the coffee contigs and
Arabidopsis when AtV and Atl segments were assayed (Figure 23). Good conservation of
gene order was also observed between segment Atlll and segment AtlV except for markers
BEs10 and BEs12 which were inverted compared to the coffee genome. Overall, good
microsynteny was observed between three coffee contigs and the different duplicated
segments of Arabidopsis. Interestingly, microsynteny was based on orthologs located on

different A. thaliana chromosomes.
9.5 Discussion

Significant microsynteny was revealed between coffee genome segments related to the Sy3
region and the Arabidopsis thaliana genome. Using information from duplicated
Arabidopsis counterparts, new molecular markers were generated and the Coffee BAC

contig related to the Sy3 region was extended and consolidated. The contig assembly was
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Figure 22. Coffee BAC clone contigs assembled using coffee BAC-end sequences
(BEs), BAC-ends with non-homologous Arabidopsis gene sequences (BEsnh) and COS
derived probes from segments homoeologous to Arabidopsis duplicated chromosome 1,
3,4 and 5. Circle: hybridization with Coffee probes. Open circle: sequenced BAC ends.
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confirmed by both BAC fingerprinting analysis and genetic mapping of coffee BAC-end
sequences. Arabidopsis thus appears to be a useful resource for marker saturation in a

coffee specific region.

An original two-way strategy was developed. The first step involved in silico localisation
of the putative Arabidopsis counterparts to coffee BAC-end sequences belonging to an
established BAC contig. In the second step, coffee EST sequences putatively orthologous
to duplicated or single Arabidopsis predicted genes from the candidate syntenic
Arabidopsis segments were identified and used to derive putative COS markers that were
then used in hybridisation screening of a coffee BAC library. BAC contig assembly
confirmed the orthology between the identified coffee sequences and the targeted
Arabidopsis predicted genes. Thus, a network of microsynteny between BAC contigs of
the Su3 coffee region and four duplicated segments of Arabidopsis chromosomes (Ath) I,
I, IV and V was successfully established. As long as EST resources are available to
enable comparison of the species with Arabidopsis, this approach should be quite
straightforward and will be useful for many species for which large genome sequence data
are not yet available. In particular, the present results highlights the interest of COS

markers in comparative genome mapping.

Although the Sy3 coffee region can be anchored with all four Arabidopsis regions via
conserved sequence markers, individually, none of the Arabidopsis segments contains the
full set of anchoring markers. The anchoring markers are scattered throughout the four
different syntenic segments of Arabidopsis. A similar complex network of synteny has
been already observed during comparisons of Arabidopsis and other species like Prunus
(Jung et al. 2006), Lycopersicon esculentum (Ku et al. 2000), Glycine max (Foster-Hartnett
et al. 2002; Yan et al. 2004), Medicago truncatula (Yan et al. 2003, 2004; Kevei et al.
2005) or Oryza sativa (Mayer et al. 2001). This common configuration is believed to be
due to multiple rounds of duplication in the Arabidopsis lineage and cannot be explained
by simple chromosome rearrangements. As reported by Blanc et al. (2003), the segments
of chromosome 3 and 4 on the one hand, and the segments of chromosome 1 and 5 on the
other hand, derived from duplications that occurred during the most recent whole-genome
duplication event. Based on the present data, it could be assumed that these two sister
duplications (i.e. 3-4 and 1-5) derived from an ancient duplication. The four matching

segments of Arabidopsis would then be the vestiges of these two successive duplication
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Figure 23. Comparative maps between the four duplicated Arabidopsis segments, using the probes (COS and BEs) as ordered on coffee contigs.

Arabidopsis predicted genes and coffee orthologous counterpart are linked by dashed line.
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events and the Sy3 region would be the orthologous counterpart to these in the coffee
genome lineage. In this case, the complex network of synteny observed would reflect
independent and progressive gene loss in the different Arabidopsis segments subsequent to
the large-scale duplication events. Furthermore, the anchoring markers appeared in same
order on the coffee BAC contigs and in all Arabidopsis segments with the exception of a
single inversion on Atlll and AtlV Arabidopsis segments. This result suggests that all
Arabidopsis and coffee segments diverged from a common template and that deletion of
individual genes must have occurred more frequently than rearrangement (i.e. inversion

and translocations) during the evolution of these regions.

Recently, Wu et al. (2006) reported that no polyploidization event occurred immediately
prior to or after radiation of the family Rubiaceae that includes the genus Coffea.
Consistently, the Sy3 region was not duplicated in the coffee genome suggesting that the
genome duplication events at the origin of its Arabidopsis counterparts occurred after the
separation of Euasterid (Coffee) and Eurosid (Arabidopsis) which diverged more than 94

million years ago (Crepet et al. 2004).

In the present study, the complex duplication history of Arabidopsis did not prevent the use
of Arabidopsis as a genetic and genomic model for coffee species. Anchoring markers of
the Sy3 coffee region from the different Arabidopsis paralogous segments were
successfully integrated. On the contrary, the duplicated configurations could be an
advantage when selecting and using COS makers in comparative genome mapping.
Assuming that the Arabidopsis predicted genes that are shared by all or some duplicated
fragments are more likely to be present on the targeted ancestral Arabidopsis fragment,
COS markers corresponding to these Arabidopsis predicted genes would have more chance
of being present in the orthologous counterpart of the species concerned. Although the data
from this study is only preliminary, they tend to support this hypothesis.

Although the importance of large-scale duplications in the organisation of the Arabidopsis
genome is well documented (The Arabidopsis genome initiative, 2000; Blanc et al. 2000,
2003; Simillion et al. 2002, Maere et al. 2005), the number, extent, overlapping and
evolution of these duplications are far from being fully established. Reconstruction of the
Arabidopsis ancestral genome has been attempted by Blanc et al. (2003) using protein
sequence similarity to define gene paralogy. Duplications associated with the more recent

polyploidy event were clearly identified and the approximate gene order that existed before
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the recent polyploidy was partially determined. This pseudo-ancestral Arabidopsis genome
has been advantageously utilized in comparative genome analysis of Arabidopsis with
other plant genomes such as Prunus (Jung et al. 2006). However, old duplication events
appear to be relatively difficult to detect, even with a complete genome sequence in hand,
and a more comprehensive history of the Arabidopsis genome evolution is still required. In
the present study, it is noteworthy that, in terms of gene content, the Sy3 coffee region
appears to be closer to the ancestral genome segment (before the divergence of
Arabidopsis and coffee) than any of the duplicated counterparts in the present-day
Arabidopsis genome. Thus, using a large set of COS markers (Wu et al. 2006) and by
comparing Arabidopsis to plants such as coffee that apparently did not undergo important
changes after divergence from the ancestral dicot, we may be able to depict the

Arabidopsis genome evolution in more detail.
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Figure 25. Lignées introgressées quasi-isogéniques issus du croisement entre LA716 et M82

rétro-croisé sur M82.
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10 Cartographie génétique de la région chromosomique Sy3 sur

Solanum lycopersicum

Les ressources moléculaires de la tomate se sont fortement développées. Ils existent des
cartes tres denses des chromosomes, plusieurs banques cDNA, YAC, BAC et d’autres
bibliothéques de données génomiques (Martin et al. 1992; Budiman et al. 2000; Van der
Hoeven et al. 2002; http://sgn.cornell.edu; http://www.tigr.org). Le developpement de
ressources importantes chez la tomate et le sequencage imminent de son génome en font

une plante modéle pour des espéces proches.

La famille des Rubiacées a laquelle appartient le caféier et celle des Solanacées
comprenant la tomate, font partie du méme groupe Asterid I. Ces deux espéces ont diverge
il y a environ 50 millions d’années (Gandolfo et al. 1998; Crepet et al. 2004). En raison de
la relative proximité phylogénétique entre le caféier et la tomate, nous avons entrepris de
cartographier sur le génome de la tomate la région chromosomique portant le facteur de
résistance Sy3. Cette démarche a eté réalisée dans le but d’améliorer la cartographie
physique de cette région du caféier par le transfert de marqueur tomate et de développer

une approche gene-candidat.

10.1 Une population de lignées introgressées pour la

cartographie génétique chez la tomate

Pour faciliter la cartographie genétique, une population polymorphe est nécessaire pour la
cartographie génétique de la région chromosomique du caféier sur la tomate. La population
utilisée pour la cartographie est composee d’une série de plantes contenant la séquence
compléte du génome de L. pennellii introgresse dans le génome de L. esculentum (Eshed et
Zamir 1995; Liu et Zamir 1999). Cette population comprend 75 lignées quasi-isogéniques,
issues du croisement interspécifique entre L. pennellii (LA716) et L. esculentum (M82)
(Eshed et Zamir 1995) (Figure 25) Les chromosomes sont divisés en 107 bins ou segments
qui représentent des positions relatives d’intervalles chromosomiques introgréssés et
chevauchant entre lignées (Tanksley et al. 1992). La carte génétique a été construite par
I’analyse en Southern blot des 75 lignées, digérées par différentes enzymes de restriction,
en utilisant des sondes tomates RFLP standards (Eshed et Zamir 1995).
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Tableau 12. Marqueurs orthologues putatifs de Lycopersicon aux séquences des extrémités de

BAC ou de genes du caféier présent sur le contig portant le caractére de résistance Sy3.

Séquences du caféier  Séquences de Amorces (5’ a 3’) Sondes

Lycopersicon (bp)
Sens Antisens

Marqueurs COS markers développés a partir de séquences codantes du caféier

SGN-127047 SGN-U218377 GCCCTCAGTTTTCTCCATCA GCAAAAACAGCTGCTCCAAT 1100

SGN-121379 SGN-U222681 ATCATTCTAGCGTCCGATGG GAGAAGCTCAAGCGAAATGG 2000

Marqueurs COS markers développés a partir de fin du caféier

69-17J-r + 140-18D-r  SGN-U215128 ACTTCTTGGGTTGGATGTCG GGCGCTCATAATCACACTGA 1700

41-23C-r SGN-U223808 TCCTCGCCCTGTATACCTTG CCACGGAGCTTGTAATGGTT 350

34-20L-f SGN-U221342 ATCATGTCAAAACCCCACCA ATCCCAAGCCTCTTGCTTCT 900

131-11D-f SGN-U238933 TTGTGTGTCTGATGCTGCAA AAAGGTGCAAGCCATTTGAG 200

124-12K —f SGN-U227406 GTGCACCCAGTTGGTTTCTT ATGGAATGTTCATCCCGAAA 1500

Tableau 13. Résultats d’hybridation sur des lignées introgressées avec les sondes de

Lycopersicon. Les enzymes de restriction testés et les positions déterminées sur les ILs sont

listés.

Sondes tomate Enzymes Positions sur les ILs
SGN-U223808 EcoRl 8.2;8.21

EcoRV 211
SGN-U238933 Xbal 2.1.1;9.3;9.3.2
SGN-U227406 EcoRV 211
SGN-U215128 EcoRI 211
SGN-U221342 Xbal 2.1.1;53
SGN-U218377 HindlIl1I Pas de polymorphisme
SGN-U222681 Hindlll 2.6.5
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10.2 Détermination des orthologues tomates

La cartographie génétique sur la tomate est effectuée par la méthode RFLP a I’aide de
sonde. Afin d’optimiser I’hybridation des sondes sur les membranes de population de
lignées tomate, nous avons développé des sondes provenant de séquences tomate. Ces
sondes correspondent aux séquences orthologues putatives des extrémités des BACs du
contig Sy3 du caféier ou de genes presents sur ce contig. Pour 11 extrémités de BAC du
contig Sy3, cing séquences orthologues putatives de Solanum lycopersicum ont été
identifiées et deux genes sélectionnés grdce a la comparaison des génomes
Arabidopsis/caféier (voir le chapitre précédent). Les amorces ont été développées pour ces

sept sequences tomate (Tableau 12).

10.3 Hybridation sur des lignées introgressées quasi-

isogéniques

La cartographie génétique sur la tomate a éte effectuée sur des lignées introgressees (ILs).
La cartographie génétique sur les ILs a été réalisée par RFLP. Dans le but de révéler du
polymorphisme I’hybridation des sondes tomate orthologues s’est effectuée dans un
premier temps sur des membranes comprenant les parents LA716 et M82 digérés par cinq
enzymes de restriction. Les membranes représentant I’ensemble des introgressions de S.
pennellii digéré par I’enzyme adéquate ont ensuite été hybridées (Figure 26). Les régions
montrant une disparition de la bande du parent M82 et/ou apparition de la bande LA716

correspondant au polymorphisme détecté chez les parents sont retenues.

Une sonde ne présentait pas de polymorphisme de séquence entre M62 et LA716, cing ont
indiqué la méme région chromosomique et la derniere une région chromosomique
différente. Cette derniére sonde tomate ne représentait probablement pas la sequence
orthologue du caféier. Sur les cing ayant indiqué la méme région chromosomique, trois
détectent aussi des segments de chromosomes différents, ce qui est trés probablement lié a
la nature multi-copie des sondes utilisées. Le polymorphisme de plusieurs sondes converge
sur la région IL2-1.1 ou bin 2.1.1 (Tableau 13). Cette région correspond a I’extrémité du
chromosome Il de la tomate. D’apres la carte génétique de la population de lignées
d’introgressions le bin 2.1.1 est entierement chevauchant avec le bin 2.1 (Tanksley et al.
1992), un polymorphisme aurait aussi d0 étre détécté sur les lignées d’introgression IL-2.1.

Il est possible que I’introgression IL-2.1.1 couvre une région plus grande a I’extrémité du
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Figure 26. Résultat d’hybridation de la sonde SGN-U215128. Les deux parents sont a gauche

et le polymorphisme d’intérét est présenté avec des fleches.
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chromosome Il que I’introgression IL-2.1. En conséquence la région homéologue du contig

Sy3 est localisée a I’extrémité du chromosome T2 de la tomate.

Nous avons ainsi démontré qu’il était possible de réaliser la cartographie génétique du
contig Sy3 en utilisant des sondes orthologues sur la population de lignées S. lycopersicum

introgresseé par S. pennellii.
10.4 Transfert des marqueurs tomate chez le caféier

Dans le but de confirmer la position sur I’extrémité du chromosome Il de S. lycopersicum,
nous avons entrepris de cartographier génétiquement des marqueurs de cette région de S.
lycopersicum sur le caféier. Pour ce faire des séquences orthologues du caféier ont été
recherchées a partir des séquences de marqueurs de S. lycopersicum. L’absence de
polymorphisme lors de la cartographie sur le caféier ne nous a pas permis pour I’instant de
valider la cartographie génétique chez S. lycopersicum, s’ajoute a cela le nombre limité des
marqueurs de la tomate dans cette région.

Nous avons démontré dans cette étude qu’il est possible de localiser une région caféier
chez la tomate a partir de sonde orthologues. Plusieurs genes de résistance sont identifiés
dans la région tomate 2.1.1 du chromosome Il (Pan et al. 2000), nous permettant

d’envisager une approche géne-candidat sur le caféier.
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CHAPITRE V: Discussion générale
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Synthése des principaux résultats et perspectives

11 SYNTHESE DES PRINCIPAUX RESULTATS

Le développement des connaissances sur les ressources génetiques et sur les résistances est
indispensable dans I’élaboration de stratégies d’amélioration d’une plante face a une
maladie. L’interaction caféier/Hemileia vastatrix n’échappe pas a cette regle. Nous avons
souhaité développer plusieurs approches dans le but de répondre a plusieurs besoins
concernant le couple caféier/H. vastatrix. Les ressources genétiques connues pour
I’amélioration de Coffea arabica a la rouille orangée sont peu diverses et montrent
aujourd’hui leurs limites. Nous nous sommes intéresses dans un premier temps a des zones
de sympatrie entre Coffea arabica et Coffea canephora dans le but d’y découvrir des
hybrides interspécifiques ayant un bon potentiel de résistance a la rouille. La premiere
étude a consisté en la caractérisation de ces hybrides et de leur niveau de résistance a la

rouille.

Parallelement a I’étude du niveau de résistance des hybrides interspécifiques de Nouvelle-
Calédonie pour I’amélioration de I’arabica pour sa résistance a la rouille, le développement
de connaissances relatives a un locus de résistance a la rouille a été pris en compte. Pas
moins de neuf facteurs de résistance sont identifiés pour la rouille du caféier. Dans le but a
terme de caractériser la nature et la diversité des génes de résistance et de développer des
marqueurs pour une sélection assistée par marqueur, la caractérisation de I’un d’eux, Suy3 a
été entreprise. Des approches de génétique comparative avec Arabidospsis thaliana et
Solanum lycopersicumont été développées pour accélérer la cartographie physique de cette

région chromosomique.

11.1 Etude de la genese des hybrides et des flux de gene entre
Coffea arabica et Coffea canephora a I'intérieur de zones

sympatriques en Nouvelle Calédonie

Des missions de prospection en Nouvelle-Calédonie réalisées dans le but de découvrir du
mateériel génétique original, ont indiqué plusieurs secteurs de sympatrie entre C. canephora
et C. arabica (Charmetant et Le Pierrés 1991; Le Pierrés 1999). Rappelons que la premiere
espece est diploide (2n=2x=22) et que la seconde, allotétraploide (2n=4x=44), est formée
de deux génomes ancestraux, provenant de C. eugenioides (génome E) et de C. canephora
(génome C), (Lashermes et al. 1999), le génome de C. arabica étant noté EaCa. Des

plantes montrant des phénotypes intermédiaires entre C. canephora et C. arabica sont

89



Synthése des principaux résultats et perspectives

aisément observables dans ces différents secteurs de sympatrie de I’7le. Nous avons étudie
les plantes ayant des phénotypes intermédiaires entre C. arabica et C. canephora sur cing
sites de prospection. Nos objectifs étaient d'établir les processus régissant la formation des
hybrides et I'introgression de matériel génétique en conditions naturelles.

11.1.1 Diversité et formation des hybrides

La premiére étape a concerné la confirmation de la nature hybride du matériel collecté dans
cing sites géographiquement séparés. Grace aux marqueurs AFLP et SSR en plus de
confirmer leur nature hybride, il a été démontré que les parents C. canephora impliqués
dans les croisements interspécifiques étaient multiples, en raison d’une grande diversité
génétique. Ajoutons que ce phénomene a éte observé dans les cing sites etudiés. La
création d’hybrides interspécifiques naturels est considérée comme un événement rare, ceci
en raison de I’habitat géographiquement distinct entre ces deux especes et des périodes de
floraison différentes (Baranski 1996). Nos résultats acquis au cours de ce travail font état

d’une diversité d’hybrides interspécifiques uniques au monde.

L’originalité des hybrides présents ne se limite pas a la nature des parents. L’approche
combinée des données moléculaires a partir de I’ADN nucléaire et chloroplastique et de la
cytométrie de flux ont révélé des hybrides hétérogenes de premiére génération (F1) et de
génération plus avancée (Post-F1) et la participation de différents types de gametes. Les
plantes possédant un jeu complet de marqueurs de C. canephora et C. arabica sont
désignées comme hybrides de premiéere génération. Les hybrides de génération plus
avancés nommeés post-F1 n’ont plus 100% des alléles aux loci étudiés. Cette disparition
peut étre expliquée par la constitution génomique des F1 triploides. Pour les plantes
tétraploides de premiere génération, une méiose bien régulée permettrait de ne pas
observer de disparition dans les générations avancées, toutefois les études menées par
Herrera et al. (2002a; b) et la présence d’appariements non régulés chez les hybrides de
premiére génération tétraploide (Lashermes et al. 2000) sont en faveur d’une ségrégation

des marqueurs.

L’étude s’est portée dans un premier temps sur a la genese des hybrides de premiére
génération, ils sont aussi bien triploides que tétraploides provenant de croisements ayant
comme parent femelle C. arabica ou C. canephora. Comme attendu (Le Pierrés 1995;

Herrera et al. 2002b), les plantes triploides F1 sont le résultat du croisement de gametes a
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2n de C. arabica et de gametes a n de C. canephora. Les plantes tétraploides quant a elles
sont susceptibles de résulter de gametes non réduits provenant de C. canephora et de
gametes de C. arabica. Ces gametes non réduits sont le résultat d'une premiére ou d’une
deuxiéme division méiotique inachevée (FDR ou SDR, respectivement). Les réductions
méiotiques inacheveées ont pour conséquence une non séparation des cellules pendant la
méiose, ce qui produit des gametes a 2n contenant les deux chromatides sceurs (SDR) ou
non-sceurs (FDR) (Hermsen 1984). Nous avons remarqué que la SDR affecte aussi bien la
micro- que la mégasporogénése des parents C. canephora. La température fraiche des nuits
et plus particulierement les variations importantes de température entre le jour et la nuit
dans les montagnes centrales de Nouvelle-Calédonie sont probablement a I’origine de cet
effet. Plusieurs chercheurs ont en effet trouvé que cette production est stimulée par des
facteurs environnementaux tels que la température, la blessure, le stress hydrique ou
nutritionnel (Ramsey et Schemske 1998; Lanaud 1979).

En ce qui concerne les génerations plus avancées, ou post-F1, la capacité de distinguer
parmi les différents types de croisements est limitée en raison de I'hétérogénéité des
hybrides détectés, en terme de niveau de ploidie, et du fait que la distribution théorique des
fréquences des marqueurs pour les différents croisements possibles en condition naturelle
se recouvre. Nous avons pu établir quelques conclusions malgre cette limite inhérente au
matériel génétique. Chez les hybrides de génération avancée (aprés la F1) une disparition
des alleles de C. canephora et C. arabica est attendue pour les différents loci observés.
Nous avons observé grace aux marqueurs moléculaires que toutes les plantes hybrides
post-F1 conservent I’ensemble des alleles et marqueurs de C. arabica. L’absence apparente
de ségrégation peut étre expliquée par des événements d’hybridation en retour avec C.
arabica. Deux raisons nous poussent a favoriser I’hypothese d’un retour sur C. arabica. La
premiere est due a la nature allogame de C. canephora. En effet, celui-ci est considéré
comme porteur d’un niveau élevé d’alleles récessifs déléteres (Lashermes et al. 1994).
Ainsi, le croisement en retour sur C. arabica a plus de chance d’étre viable grace a sa
capacité tampon contre les effets des alléles déléteres. Cela a été déja démontré dans
plusieurs especes de plante, telle que la luzerne et les oléagineux (Sharpe et al. 1995;
Brouwer et Osborn 1999). La seconde raison est liée au systeme d’incompatibilité
gamétophytique présent chez C. canephora qui peut étre une limite pour les croisements en
retour avec C. canephora. Nous supposons que ces hybrides post-F1 dérivent d’une ou de
deux générations de croisement apres I’évenement F1. Cette hypothése est plausible
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chronologiquement : la date du premier rapport de présence des hybrides se situe dans les
années 40, et le temps assez long (10-20 ans) exigé avant la premiere floraison du caféier

en conditions naturelles (Berthaud 1986).

11.1.2 Les flux de genes

Nous avons montré que des flux de geénes, et plus particulierement une hybridation
introgressive (c-a-d l'incorporation dans le patrimoine génetique d'une population de(s)
gene(s) d’especes différentes), a lieu dans ces zones de sympatrie. Les flux de géne sont
informatifs & plus d’un titre. Ces flux indiquent un chevauchement significatif entre les
périodes de floraison des deux especes et des hybrides interspécifiques. La présence
d’hybrides interspécifiques entre une espéce diploide et une espéce polyploide apparentée
indique que les barriéres génétiques post-zygotiques ne sont pas infranchissables dans les
conditions environnementales de Nouvelle-Calédonie. En conséquence, ces deux especes
(C. arabica et C. canephora) pourraient étre considérées "génétiquement isolées" plutét
que "reproductivement isolées”, ce qui est la notion d’espéces biologiques définie par
Rieseberg et Carney (1998). Ces données permettent de formuler des hypotheses sur la
formation de I’espéce C. arabica. Par exemple, I’importance des flux de génes entre C.
arabica et son parent C. canephora permet d’envisager une phase de coexistence stable
entre C. arabica et les espéces diploides ancestrales, appuyant I’idée d’un processus de
spéciation graduel. Ce principe a été avancé pour la formation d’espéces autotétraploides

en milieu diploide chez I’espéce Chamerion angustifolium par Husband et al. (2004).

11.1.3 Nouvelle diversité d’hybrides interspécifiques pour 'amélioration

de Coffea arabica a la rouille.

Les variétés cultivees de C. arabica (allotétraploide) présentent une tres faible diversité
génétique (Anthony et al. 2002a; Steiger et al. 2002; Sera et al. 2003; Chaparro et al.
2004). Cette caractéristique rend la culture de C. arabica particuliérement vulnérable aux
aléas. L’amélioration génétique de I’espéce C. arabica est basée principalement sur
I’exploitation des ressources génetiques des caféiers diploides. Elle consiste a introduire
plus de variabilité génétique au sein des variétés cultivées de I’espéce par introgression
d’ADN des especes diploides (par exemple de C. canephora). La grande diversité des
hybrides interspécifiques collectés en Nouvelle-Calédonie (Mahé et al. accepté) représente
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donc un fort potentiel pour la recherche de nouvelles sources de résistance pour

I’amélioration de C. arabica.

Notre étude s’est portée sur I’affection fongique la plus grave de C. arabica cultivé,
notamment en Nouvelle-Calédonie, causée par I’agent pathogéne H. vastatrix. La
recherche de plants résistants pour I’amélioration de C. arabica aux attaques a H. vastatrix
remonte a 1875. Méme si quelques rares hybrides ont été découverts ou crées
artificiellement, les descendances d’un seul hybride spontané, I’hybride du Timor, sont
aujourd’hui a la base de la plupart des programmes d’amélioration des arabicas pour la
rouille. Ces descendances furent décrites comme tres résistantes a toutes les races de
rouille. 1l a été rapporté recemment, que de nouvelles races de rouille trés virulentes ont
contourné I’hybride du Timor. Aussi, la caractérisation de nouvelles sources de diversité

génétique pour I’amélioration de C. arabica pour sa résistance a la rouille est une priorité.

Afin d’évaluer le spectre de résistance a H. vastatrix des hybrides interspécifiques de
Nouvelle-Calédonie, nous avons selectionne un echantillon de quinze plantes sur les 42 de
I’étude initiale sur la base de leur divergence allélique et de leur différence de niveau
d’introgression (de 4 a 100% de marqueurs canephora présents). Les inoculations des
plantes F1 et post-F1 se sont effectuées en deux temps par le CIFC. Dans un premier temps
un panel d’isolats représentatifs de la diversite des facteurs de résistance a été retenu, dans
le but de déterminer les groupes physiologiques auxquels appartiennent les caféiers. Ces
groupes physiologiques sont représentatifs du ou des génes de résistance présents chez les
caféiers testés. Dans un second temps des isolats contournant les dérivés de I’hybride du
Timor ont aussi été utilisés. Ceci dans le but de caractériser le potentiel de résistance de ces

hybrides interspécifiques en comparaison avec les descendances de I’hybride du Timor.

A I’exception de quelques individus, les plantes issues des croisements interspécifiques se
sont avérées résistantes aux différentes races de rouille choisies, y compris celles
contournant les descendants de I’hybride du Timor. Ces hybrides interspécifiques naturels
pourraient donc servir de relais pour le transfert de caracteres agronomiques par rétro-

croisements avec C. arabica.

Notre étude a mis en valeur I’originalité des hybrides interspécifiques en Nouvelle-
Calédonie a travers la diversité des croisements interspécifiques et I’importance de

I’hybridation introgressive naturelle. Un programme de sélection généalogique par
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rétro-croisements a partir de certains hybrides a donc été initié. Il est a noter que
I’utilisation d’hybrides interspécifiques dont la fertilité est rétablie permettra de
réduire considérablement le temps nécessaire pour I’obtention de lignées résistantes

chez le caféier, qui aujourd’hui s’éléve a approximativement 30 ans.

11.2 Etude du facteur de résistance Sy3 a Hemileia vastatrix

agent de la rouille.

Parallelement a I’étude du potentiel des hybrides interspécifiques de Nouvelle-Calédonie
pour I’amélioration de C. arabica pour sa résistance a la rouille, nous nous sommes
intéressés au développement des connaissances relatives a un locus de résistance a la

rouille.

Les études de la transmission de la résistance a la rouille chez le caféier ont montré que la
théorie « gene pour géne » est applicable & I’interaction aux réactions de la rouille avec le
caféier (Silva et al. 2006) et pour lesquelles neuf facteurs de résistance sont identifiés.
Coffea arabica porte les facteurs Syl, Sy2, Su4 et Spb, C. canephora: Sy6, Sh7, S8 et
SH9 et C. liberica Sy3 (Noronha-Wagner et Bettencourt 1967; Bettencourt et Noronha-
Wagner 1971; Bettencourt et al. 1980). Afin de cartographier génétiquement les régions du
génome portant le (les) caractere(s) de résistance a la rouille et de développer un
programme d’amélioration combinant plusieurs locus de résistance, il était nécessaire de
créer des populations en ségrégation pour la résistance a la rouille. Afin d’entreprendre ce

travail, nous disposions de deux populations correspondant respectivement a :

- une population F2, C. arabica (cv. Matari) introgressé par C. liberica

- une population de cette derniére en retour sur C. arabica (BC,)

Ces deux populations ont été testées vis-a-vis de deux races (race Il et VVIII) pour le BC; et
quatre races (race I, VI, XVIII et X1X) de rouille pour la population F2, afin de suivre la

ségrégation du facteur de résistance Sy3 (Prakash et al. 2005).
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11.2.1 Développement de marqueurs liés au locus Sy3

11.2.1.1 Marqueurs SCAR dérivés des bandes AFLP

Nous avions, pour point de départ, un groupe de liaison de 6.3 cM composé de 21
marqueurs AFLP, associé a un locus majeur de résistance a la rouille chez C. liberica Su3.
Le groupe de liaison a été développé par I’analyse de lignées d’arabica introgressées par C.
liberica résistantes ou sensibles, et I’analyse de 144 individus F2 en ségrégation pour la
résistance (F2: Matari x S288) (Prakash et al. 2005). Nous avons développé quatre
marqueurs SCAR a partir des marqueurs AFLP. L’association de ces marqueurs a la
résistance a H. vastatrix a été confirmée d’une part a partir d’un lot de 101 lignées
d’introgression arabica (S et R), et d’autre part par le criblage d’une nouvelle population
d’individus BC, ségrégeant pour le facteur de résistance Sy3 pour un des marqueurs SCAR
(Sequence Characterised Amplified Region). Au total, 150 individus ont été genotypés et

évalués pour cette résistance.

11.2.1.2  Marqueurs SSR dérivés de la carte physique de C. canephora

Trois marqueurs SCAR ont été cartographiés sur le groupe de liaison 1 (chromosome 1) de
la carte génétique de C. canephora construite a partir du clone IF200 (Lashermes et al.
2001). Les microsatellites cartographiés dans cette région chromosomique ont été testés sur
la population F2 et BC2. L’utilisation de trois microsatellites a permis de caractériser un

polymorphisme de présence, deux sur Matari et un sur S288.

11.2.1.3 Développement de marqueurs des extrémités BAC du contig Sy3

Dix-huit amorces ont été développées pour des extrémités de BAC du contig Sy3. La
possibilité de ces marqueurs a réveler du polymorphisme de présence ou de taille sur les
population F2 et BC2 a été testée. Trois extrémités de fin de BAC ont été cartographiés sur

le groupe de liaison portant le ou les génes Sy3.

Dans le contexte de la sélection de variétés de caféiers résistantes a la race I11 d’H.
vastatrix, plusieurs marqueurs d’amplification proche de Sy3 offrent la possibilité
d’une sélection assistée par marqueurs. Par rapport aux marqueurs AFLP, les

marqueurs PCR développés ont gagné en facilité d’application.
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11.2.2 Cartographie génétique et physique d’un locus de résistance a

Hemileia vastatrix

Nous disposions d’une banque BAC provenant de C. arabica pour réaliser la cartographie
physique de la région chromosomique homéologue a celle contenant Sy3 chez C. liberica
et développer une approche de clonage positionnel. Nous avons donc entrepris de
cartographier la region chromosomique homéologue C. arabica avec I’objectif de
développer une approche ‘géne-candidat’ sur C. liberica. Plusieurs éléments tendent en
effet & montrer que les génes de résistance pourraient étre conservés sur les régions
chromosomiques homéologues. Premiérement, il a été montré que les locus de résistance
de maladie des plantes ayant des temps de divergence similaire au caféier (3 a 5 millions
d’années) semblent étre positionnellement bien conservés (Grube et al. 2000; Wikstrom et
al. 2001). Deuxiemement, une bonne colinéarité des régions - codantes ou non- a été

observée entre C. liberica, C. arabica et C. canephora.

Le développement de la carte physique de la région chromosomique Su3 a été initié par le
SCAR le plus proche du locus de résistance. Ce marqueur a permis le criblage de la banque
BAC IAPAR 59 (Noir et al. 2004). Vingt deux clones BAC assemblés en un contig autour
du marqueur SCAR M8 ont été développés. La comparaison de la carte physique Sy3 avec
Arabidopsis a permis le transfert de plusieurs marqueurs et I’extension de la carte physique
a 35 BACs (Cf Figure 23). Nous avons developpé les deux bornes encadrant la région
chromosomique Sy3 et la cartographie génétique du locus Sy3 permet maintenant le
positionnement du (ou des) géene(s) correpondant(s) dans un intervalle de moins de 2 cM.
L’état d’avancée de la carte physique de ce méme locus permet de donner une estimation
maximum de la distance physique entre les marqueurs génétiques les plus proches de ce
locus d’environ 2 mégabases. Cette valeur est maximale car elle ne prend pas en compte le
chevauchement des BACs. La réalisation du fingerprint des BACs de cette région

chromosomique permettra de préciser la taille exacte de cet intervalle.

La construction des contig de BAC représente une étape fondamentale pour le

clonage positionnel des genes de résistance.
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11.3 Développement de deux stratégies de génétique

comparative

L’exploitation la plus fréquente de la génétique comparative est I’identification de
marqueurs pour une région génomique donnée, ce qui est particuliérement utile pour des
expériences de cartographie fine et de clonage positionnel. Plus les especes sont proches,
meilleur sera le transfert de marqueurs. Au plan évolutif la divergence entre les genres
Coffea et Arabidopsis se situe aux alentours de 94 millions d’années (Crepet et al. 2004).
Celle entre les Solanacées et Rubiacées (asterid 1) est d’approximativement 50 millions
d’années (Gandolfo et al. 1998; Crepet et al. 2004). Chacune de ces deux espéces (S.
lycopersicum et A. thaliana) représentent un avantage dans notre stratégie de transfert de
marqueurs pour I’amélioration de la cartographie fine de la région Sy3. L’utilisation
d’Arabidopsis est avantageuse car la connaissance de son génome fournit un catalogue de
genes applicables a l'analyse comparative avec d'autres espéeces. Par comparaison, le
séquencage du génome de la tomate n’est pas encore achevé. En revanche plusieurs
familles de géene de résistance ont été localisées et bien documentées chez les Solanacées
(Pan et al. 2000; Grube et al. 2000). Ainsi, en raison de sa plus grande proximité avec le
caféier, une approche géne-candidat pourrait étre envisagée a partir des ressources

génomiques des Solanacées.

11.3.1 Détermination de la microsynténie entre Arabidopsis et le

caféier.

11.3.1.1  Amélioration de la carte physique
Les séquences des extrémités de BAC du contig associé a Sy3 nous ont permis d’initier

notre étude pour laquelle nous avons développé une stratégie originale basée sur deux

étapes.

- localisation in silico des séquences orthologues présumées d'Arabidopsis aux extrémités
des séquences de BAC du caféier appartenant au contig Sy3. Quatre fragments
d’Arabidopsis ont été identifiés, qui se sont révélés étre synténiques entre eux.

- les séquences EST du caféier supposées orthologues aux séquences uniques ou

dupliquées, présentes sur les fragments candidats d'Arabidopsis, ont été identifiées et
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employées pour générer des marqueurs COS (« Conserved Orthologous Sequence »)

utilisés dans le criblage d'une bibliotheque de BAC du caféier.

Cette démarche d’ancrage de séquences orthologues conservées sur le caféier provenant
des quatre segments synténiques d'Arabidopsis a permis d’établir une microsynténie
Arabidopsis-caféier. Ce faisant, nous avons consolidé et étendu la cartographie physique
de la région chromosomique Sp3, nous permettant ainsi de générer rapidement des
marqueurs cartographiés sur le groupe liaison Sy3 de C. liberica, et de démontrer I’intérét
des marqueurs COS. Un nouveau marqueur est primordial pour la cartographie physique
car il permet en combinaison avec un SCAR dérivé des marqueurs AFLP I’encadrement
physique de la région chromosomique portant le (ou les) géne(s) de résistance. Nous avons
ensuite prouvé que les duplications présentent chez Arabidopsis, souvent décrites comme
une limite a la génétique comparative, peuvent permettre le développement de marqueurs
moléculaires et Arabidopsis est apparue comme une plante modéle utile pour

I’amélioration de la cartographie physique de la région chromosomique caféier liée a Sy3.

L’approche de génomique comparative avec Arabidopsis peut étre recommandée
aux especes pour lesquelles les séquences génomiques ne sont pas encore

disponibles, mais ayant des ressources d’EST importantes

11.3.1.2 Implication sur I’évolution des espéces
Chez Arabidopsis, trois événements de duplication sont décrits, I’un, trés ancien qui s’est

produit au moment de la séparation des angiospermes et gymnospermes, le deuxiéme est
situé au moment de la séparation entre mono- et dicotylédones, et le troisieme intervenant
avant la séparation de Brassica et Arabidopsis (Figure 27). L’étude de Blanc et al. (2003)
avait permis d’identifier les fragments issus de la derniére duplication. Notre étude a
permis d’identifier les fragments issus des deux derniéres duplications (4 fragments en
tout) (Figure 28).

Les marqueurs développés a partir des quatre fragments d’Arabidopsis sont localisés sur
une seule région chromosomique de C. arabica (Figure 28), ce qui indique I’absence de
duplication dans cette région chromosomique et notamment avant la séparation
d’Arabidopsis et du caféier. Ce résultat suggére que le deuxieme événement de duplication
ait eu lieu apres la séparation du groupe des Euasterid (Coffee) et Eurosid (Arabidopsis)

(Figure 27) et non avant. Dans le but de confirmer (ou non) la position du deuxieme
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événement d’hybridation, nous nous proposons d’étendre cette étude a d’autres régions

chromosomiques.

L’étude de la synténie a aussi montré que la région chromosomique étudiée du caféier était
plus proche de la région homéologue ancestrale Arabidopsis/caféier qu’aucunes des
régions chromosomiques d’Arabidopsis (Figure 28). Un résultat similaire a été obtenu en
comparant la séquence d’un BAC de S. lycopersicum avec Arabidopsis (Ku et al. 2000), ce

qui suggere que cette proximité soit une caractéristique du groupe des Euasterid 1.

La comparaison des genomes entre Arabidopsis et le caféier nous permet
d’envisager de nouveaux champs d’investigation en relation avec I’évolution des

especes.

11.3.2 Localisation de la région chromosomique homéologue Sy3 chez

Solanum lycopersicum.

Nous avons employe la méthode RFLP sur des lignées introgressées (ILs) pour notre
démarche de cartographie génétique de la région chromosomique homélogue Sy3 sur la
tomate. Ces lignéees introgressées comprenant 75 lignées quasi-isogéniques, sont issues du
croisement interspécifique entre L. pennellii (LA716) et L. esculentum (M82) (Eshed et
Zamir 1995). La population de plantes utilisées pour la cartographie est composée d’une
série de plantes qui contiennent la séquence compléte du génome de L. pennellii
introgressée dans le génome de L. esculentum (Eshed et Zamir 1995; Liu et Zamir 1999).
La carte génétique a été construite par I’analyse en Southern blot de 75 lignées quasi-
isogéniques, digérées par différentes enzymes de restriction, en utilisant des sondes
tomates RFLP standards. Les chromosomes sont divisés en 107 bins ou segments
représentant des positions relatives d’intervalles chromosomiques introgresses et
chevauchant entre lignées (Cf Figure 25). Des sondes tomate orthologues aux extrémités
de BAC caféier ont été développées et hybridées sur des membranes comprenant les
parents LA716 et M82 pour une recherche de polymorphisme dans un premier temps, puis
sur les membranes représentant I’ensemble des introgressions de L. pennellii. La région
chromosomique 1L2-1.1 ou bin 2.1.1 a été localisée, cette région chromosomique
correspond a I’extrémité du chromosome Il de la tomate. Plusieurs genes de résistance sont

localisés dans cette région, dont une famille présente sur la région synténique Arabidopsis.
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Le développement des ressources génomiques de la tomate nous permettra
prochainement d’envisager le transfert de marqueurs de la tomate vers le caféier pour
I’amélioration de la cartographie physique et génétique. De plus, la présence de
plusieurs génes de résistance nous permet d’envisager une approche gene-candidat

sur la région chromosomique Sy3 de C. arabica.
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12 PERSPECTIVES

Les connaissances relatives a la résistance aux parasites chez le caféier sont une priorité
dans les programmes de recherche, étant donné la dimension économique que représente la
culture du caféier et I’importance des pertes de production liées a la pression parasitaire.
Les travaux réalisés pendant cette these ont d’une part accru les ressources genétiques pour
les programmes d’amélioration de C. arabica et, d’autre part, permis le développement des
outils moléculaires associés aux locus de résistance Sy3. De plus, des outils génomiques
(carte génétique et contig de BAC pour la région chromosomique homéologue Su3) qui
caractérisent plus spécifiquement cette région sont maitrisés. La combinaison des travaux
développés pendant la thése permet d’envisager des perspectives tant appliquées que
fondamentales pour une meilleure connaissance des génes des caféiers, notamment ceux

impliqueés dans la résistance a la rouille.

12.1 Etude des facteurs affectant I’évolution de I'allotétraploide
C. arabica dans les régions sympatriques de Nouvelle

Calédonie.

Nous avons démontré que les zones de sympatrie de Nouvelle-Calédonie ou sont réuni en
un méme lieu C. arabica et un de ses ancétres diploides, C. canephora, représentaient des
essaims d’hybrides avec de forts flux de genes et des hybridations introgressives. Plusieurs
facteurs peuvent influencer I’évolution de ces régions de sympatrie. Nous souhaiterions
approfondir nos connaissances sur I’évolution de ces hybrides dans la relation hote/parasite

avec la rouille.

L’environnement calédonien est extrémement favorable a I'expansion de la rouille du
caféier causé par H. vastatrix (Bettencourt et Rodrigues Jr. 1988). L’introgression de C.
canephora pourrait présenter un avantage sélectif important pour les plantes hybrides. On
pourrait prévoir une sélection naturelle favorable de marqueurs introgressés dds a un
déséquilibre de liaison (LD) entre ces marqueurs et les locus affectant la résistance a la
rouille. Des études sont sur cette question nécessaires, en particulier un grand nombre de
plantes et de marqueurs doivent étre considerées (Comai et al. 2004) et il doit étre établi si
la résistance observée a la rouille est die a un ou plusieurs locus. En outre, un suivi du

devenir des plantes introgressées semble particulierement intéressant et donnera une
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occasion d'explorer des aspects importants de [I'évolution et de la spéciation des

polyploides soumis a une contrainte écologique forte telle que la rouille.
12.2 Vers une connaissance plus approfondie du locus S43

A terme, la caractérisation du gene Sy3 constitue une étape incontournable dans la volonté
de mieux comprendre les mécanismes de résistance associés a ce gene. Ces données
constitueront également une ouverture vers le mode de fonctionnement et I’identification

de nouveaux genes de résistance chez le caféier.

12.2.1 Affinement de la cartographie physique

La cartographie génétique du locus Sy3 permet le positionnement du (ou des) gene(s)
correspondant(s) dans un intervalle de moins de 2 cM. L’état d’avancée de la carte
physique de ce méme locus permet pour I’instant de donner une estimation de la distance
physique entre les marqueurs génétiques les plus proches de ce locus d’environ 2
megabases. Le fingerprint des BACs de la région chromosomique est nécessaire afin de
confirmer cette estimation. Dans I’optique d’améliorer la cartographie physique, de
nouvelles extrémités de BAC du contig Sy3 seront transférées sur la carte génétique de

groupe de liaison de C. liberica.

Les stratégies de clonage positionnel de genes nécessitent la mise en évidence de
marqueurs genétiques physiquement proches du géne d’intérét (Tanksley et al. 1995;
Patocchi et al. 1999). Or, il a été montre, chez différentes especes végétales, que le niveau
de recombinaison génétique est loin d’étre homogeéne sur I’ensemble d’un génome (Werner
et al. 1992). Ces taux de recombinaison sont fonction, notamment, du niveau de ploidie de
I’espéce considérée, de la structure (par exemple euchromatine ou hétérochromatine) et de
la région chromosomique (par exemple centromérique, télomérique) etudiée (Moore,
2000). Plus particuliéerement, différents exemples font références a des phénomenes de
répression de la recombinaison notamment au sein d’hybrides interspécifiques et de
fragments introgressés, impliquant une forte sous estimation du ratio distance
génétique/distance physique (cM/kb) (Van Daelen et al. 1993; Wei et al. 1999; Chin et al.
2001).
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La région chromosomique portant le locus Sy3 pourrait étre le siege de restriction de
recombinaison. Toutefois, I’analyse des relations génétiques entre lignées dérivées de
I’hybride de Timor (Lashermes et al. 2000; Noir et al. 2003), I’estimation des fréquences
de recombinaison au sein d’hybrides tétraploides (C. arabica x C. canephora 4x) (Herrera
et al. 2002a), et I’introgression homogéne de C. canephora dans les hybrides sauvages de
C. arabica montrent que les phénomenes d’introgression et les recombinaisons entre
chromosomes homéologues ne sont pas limités au sein de ce matériel végétal. Ces résultats
sont sans doute a associer a la faible différenciation génomique observée entre les sous-
génomes Ca et Ea de C. arabica, et entre ses sous-génomes et le génome de C. canephora.
La région chromosomique portant la résistance Sy3 provient de C. liberica, il est possible
que les phénomenes d’introgression et les recombinaison soient limités. Dans la
perspective de cloner le gene Sy3 nous devons préparer des effectifs de populations plus
importantes pour affiner la cartographie génétique et physique et avoir des marqueurs plus

proches du ou des genes candidats.

12.2.2 Clonage du ou des genes de résistance au locus homéologue a

Su3 chez C. arabica

Une approche géne-candidat sera développée en paralléle, notamment par I’identification
de géne de résistance analogue (RGA). La marche chromosomique combinée a la
localisation des BACs portant des motifs RGA sera developpée pour le clonage du gene de
résistance (Bendahmane et al. 1999; Van der Vossen et al. 2000; Ballvorra et al. 2002).

La région chromosomique d’Arabidopsis synténique a la région chromosomique du caféier
possede plusieurs génes de résistance. Nous avons eu I’opportunité de donner un BAC a
séquencer; sur la base de cette synténie nous avons choisi le BAC synténique de la région
chromosomique Arabidopsis portant des génes de résistance. Ces résultats nous
permettrons d’approfondir nos connaissances sur la synténie Arabidopsis/caféier avec la
perspective d’avoir des candidats de génes de résistance.

A terme, I’étude comparative entre les sequences d’un locus de résistance a H. vastatrix,
issues de caféiers sensibles et résistants a H. vastatrix, permettra de mettre en évidence les
variations moléculaires liées aux caracteres résistants ou sensibles du génotype considéré.
Nous pourrons envisager de déterminer les formes alléliques qui pourraient avoir un co(t

adaptatif important sur I’agent pathogene et permettre de réduire son agressivité.
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12.2.3 Etude des locus de résistance a la rouille au sein des caféiers.

Neuf facteurs de résistance ont eté identifiés chez les caféiers. Coffea arabica porte les
facteurs Syl, Sy2, Su4 et Su5, C. canephora: Sy6, Sh7, Su8 et Sy9 et C. liberica Sy3
(Noronha-Wagner et Bettencourt 1967; Bettencourt et Noronha-Wagner 1971; Bettencourt
et al. 1980). Dans le but de tester I’hypothese d’une diversité allélique au méme locus, les
marqueurs liés au locus Sy3 ont été testés sur une population (31 individus) en F4 inoculée
avec un panel de races sauvages. Cette population a été sélectionnée car la moitié des
plantes étaient sensibles et I’autre moitié résistantes ce qui indiquait une ségrégation simple
d’un locus de résistance. Cette population issue de croisements interspécifiques naturels
entre C. arabica et C. canephora de Nouvelle-Calédonie a montré une co-ségrégation entre
la résistance a la rouille et un marqueur lié a Sy3. Cette étude devra se poursuivre sur des
effectifs plus importants et étre développée sur d’autres croisements interspécifiques. Elle
permet d’appuyer I’hypothese d’une diversité allélique des facteurs de résistance a la

rouille pour des régions chromosomiques homéologues entre espéces de cafeier.

Des études génétiques et moléculaires ont révélé une organisation génomique particuliere
des génes de résistance chez les plantes. La plupart d’entre eux sont génétiqguement
étroitement associée a d’autres genes ou séquences homologues, et constituent des locus
complexes ou clusters (Pryor et Ellis 1993). Nous envisageons que deux organisations des
locus puissent expliquer les spécificités de résistance a la rouille et la colocalisation de
régions de resistance chez des espéces différentes: soit un locus simple & multiples
specificités de résistance, soit de multiples copies de séquences analogues organisées en
clusters. Le développement des connaissances pour la région chromosomique de résistance

a la rouille nous permettra de répondre a cette question.

12.3 La génomique comparative avec le caféier

12.3.1 Génomique comparative de la région chromosomique Sy3 avec

d’autres especes

La génomique comparative permet le transfert d’information d’une espece a une autre dans
la mesure ou ces genomes ont une synténie suffisamment conservée. Nous avons démontré
I’utilité des ressources connues d’Arabidopsis thaliana pour I’amélioration de la

cartographie physique du caféier. L’ importance des duplications présente chez Arabidopsis
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n’en fait toutefois pas un organisme modele pour la génétique comparative avec le caféier.
Les différents évenements de duplication et I’évolution des séquences geénomiques
compliquent les alignements des génomes. Récemment, le génome du peuplier a éte
entierement séquencé (Tuksan et al. 2006), des duplications anciennes et récentes sont
rapportées. Toutefois il apparait, probablement en raison de la nature pérenne du peuplier,
que I’évolution de son génome en terme de perte de gene réarrangement et duplication en
tandem procede plus lentement que chez Arabidopsis (Tuksan et al. 2006). Nous nous
proposons de comparer la région chromosomique Sy3 a celle du peuplier, ceci dans le but
d’évaluer la synténie caféier/peuplier et d’en dériver de nouveaux marqueurs. Le résultat
du séquencage du BAC caféier nous permettra en plus de comparer I’ordre et la présence
des génes au sein de ce BAC en comparaison avec Arabidopsis et le peuplier. La méme
démarche sera realisée lorsque le sequencgage de la tomate sera acheve, en particulier le

séquencage du chromosome T2.

12.3.2 Evolution des génomes

L’analyse des substitutions nucléotidiques (synonymes et ou non synonymes) chez
Arabidopsis a permis de préciser les temps d’évolution entre les paires de genes étudiées
(Blanc et al. 2003). Les régions chromosomiques | et V, d’une part et Il et IV d’autre part
sont issue d’un méme événement de duplication il y a 20 a 40 millions d’années. Pour la
premiére fois nous avons confirmation que les génes paralogues putatifs situés sur les trois
ou quatre fragments synténiques d’Arabidopsis sont bien issus d’un ancétre commun. Nous
sommes en mesure d’étudier I’évolution des genes en fonction du nombre de duplication
au sein d’Arabidopsis. La determination de la séquence orthologue chez le caféier

permettra I’évaluation de la séparation entre Arabidopsis et le caféier.
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Liste des abréviations

ADN
ADNCcp
AFLP
ARN
BAC
BE
CIFC
cM

cv
EST
FAO
HAT
ILs
IRD
ITS
LRR
ORF
NBS
pb/kb
PCR
Pg
RAPD
RFLP
RGA
SSR
SCAR

Spp
gm

Acide Désoxyribo-Nucléique

Acide Désoxyribo-Nucléique chloroplastique
Amplification Fragment Length Polymorphism
Acide Ribonucléique

Bacterial Artificial Chromosome

BAC end

Coffee Rust Research Center

centimorgans

cultivar

Expressed Sequence Tag

Food and Agriculture Organization

Hybride du Timor

Introgressed Lines

Institut de Recherche pour le Développement
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Liste des figures

Figure 1. Classification phylogénétique de 32 taxons de caféiers, sur la base du
polymorphisme de I’ADN nucléaire ribosomal et distribution géographique des principaux
groupes de la classification (Lashermes et al. 1997).

Figure 2. Origine de I’espéce allotetraploide Coffea arabica

Figure 3. Représentation schématique des principales étapes dans I’histoire de la culture du
caféier extrait de Anthony et al. 2002.

Figure 4. Développement des urédospores a la face abaxiale d’une feuille de caféier
Figure 5. Qu’est-ce qu’un polyploide ? d’apreés Leitch et Bennett (1997)

Figure 6. Evolution  des  relations entre  genes et  terminologie.
(http://www.nature.com/nrd/journal/v2/n8/slideshow/nrd1152_bx2.html)

Figure 7. Alignement entre une partie du chromosome 6 de I’homme (Hsa6) et du
chromosome 4 de la souris (Mmu4). (Gregory et al. 2002)

Figure 8. Une carte comparative consensus des graminées de Gale et Devos (1998)

Figure 9. Carte moléculaire de liaison de deux chromosome de I'aubergine et comparaison
avec les régions homéologues du génome de la tomate (Doganlar et al. 2002).

Figure 10. Segment dupliqués d’Arabidopsis
http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1l/Arabidopsis_genome_duplication.shtml

Figure 11. Dendrogramme dépeignant les rapports phylogénétiques des taxons des plantes
supérieures. Les lignes rouges indiquent le clade contenant la tomate et I'Arabidopsis.
Figure basée sur le schéma 2 dans la référence (Chase et al., 1993).

Figure 12. ORF commun entre la tomate Il (dessus) et les ORFs des segments des
chromosomes d'Arabidopsis 2-5.

Figure 13. Organisation de genes de résistance chez les solanacées. (Grube et al. 2000)

Figure 14. Localization of sites in New Caledonia where C. arabica (striped stars), C.
canephora (white star) are reported. The sampled sympatric zone (Col d’Amieu) between
C. arabica and C. canephora is identified by an open circle.

Figure 15. Distribution of post-F1 hybrid plants according to the C. canephora
introgression index based on SSR data.

Figure 16. Distribution of SSR loci according to their frequency of introgression among the
30 post-F1 hybrid plants. For each individual post-F1 plant, the locus was considered
introgressed when exhibiting at least one C. canephora allele.

Figure 17. Dendrogram based on AFLP marker (Dice coefficient) constructed for the
fourteen hybrids plants sampled in New Caledonia. The canephora AFLP introgression
index is indicated on the right side of the dendrogram.

Figure 18. Example of marker (i.e. Sat244) associated with the SH3 leaf rust resistance
gene segregating within the F2 (Matari x S.288) population.

Figure 19. Linkage map based on the F2 (Matari x S.288) population analysis of the
chromosome segments either in coupling (right) or repulsion (left) surrounding the SH3
gene (highlighted). Molecular marker names are on the right, while the estimated map
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distances in cM are shown on the left. SCAR markers showing codominant polymorphism
are in bold.

Figure 20. A dendogram depicting the phylogenetic relationship of Coffee, Arabidopsis
and other crop species. The arrow marks the probable occurrence of the polyploidy event
identified by Blanc et al. 2003.

Figure 21. Graphic representation of the putative paralogous predicted genes on the
duplicated Arabidopsis segments (chromosomes 1, 3, 4, 5) pointed by coffee BAC-end
sequence, based on Segmental Genome Duplications of Arabidopsis in TIGR database
(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/Arabidopsis_genome_duplication.shtml).

Figure 22. Coffee BAC clone contigs assembled using coffee BAC-end sequences (BES),
BAC-ends with non-homologous Arabidopsis gene sequences (BEsnh) and COS derived
probes from segments homoeologous to Arabidopsis duplicated chromosome 1, 3, 4 and 5.
Circle: hybridization with Coffee probes. Open circle: sequenced BAC ends.

Figure 23. Comparative maps between the four duplicated Arabidopsis segments, using the
probes (COS and BEs) as ordered on coffee contigs. Arabidopsis predicted genes and
coffee orthologous counterpart are linked by dashed line.

Figure 24. Restriction fragment comparison (i.e. EcoRI-digest) of Coffee BAC clones
belonging to the contig A previously defined based on BAC filter hybridisations.
Molecular marker was loaded into every five lane.

Figure 25. Lignées introgressées quasi-isogéniques issus du croisement entre LA716 et
M82 rétro-croisé sur M82.

Figure 26. Resultat d’hybridation de la sonde SGN-U215128. Les deux parents sont a
gauche, le polymorphisme d’intérét est présenté avec des fléches.

Figure 27. Evénements de duplication entre le groupe Euasterid et Eurosid.

Figure 28. Représentation schématique des génes présents dans les régions synténiques
caféier - Arabidopsis et le fragment ancestral avant les événements de duplication. Les
genes présents sur C. arabica ont été révélé par hybridation des orthologues cafés des
genes d’Arabidopsis, et ceux presents chez Arabidopsis proviennent du site TIGR
(Arabidopsis duplication
http://www.tigr.org/tdb/e2k1/ath1/Arabidopsis_genome_duplication.shtml). Les carrés de
méme couleur correspondent a des paralogues.
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Liste des tables

Tableau 1. Exemples de caractéeres d’intérét agronomique identifiés au sein d’espéces
diploides de caféiers ou de formes sauvages de Coffea arabica.

Tableau 2. Liste des génotypes de caféier pour I’étude de la rouille du caféier (Bettencourt
1981; Bettencourt et Rodriguez 1988)

Tableau 3. Hybrides interspécifiques spontanés ou artificiels avec Coffea arabica
Table 4. List and characterization of identified first-generation hybrids.

Table 5. List of identified C. canephora alleles for all analyzed SSR loci. For each allele,
the presence in the different populations (Dogny, D; Couli, C; Leonard, L; Szemmelveisz,
S; Friquet, F) and mean frequencies are reported.

Table 6. Reaction type (R = resistance and S = Susceptible) of HNC plants inoculated with
the race Il and different rust isolates that overcome resistance factors introgressed in C.
arabica from C. canephora through the Timor Hybrid.

Table 7. Sequence-characterised DNA markers linked, either in coupling or in repulsion, to
the Su3 leaf rust resistance gene

Table 8. Survey of sequence-characterised DNA markers linked to the Sy3 gene in 43
individuals (BC2) derived from a cross between the line S.288 carrying the Su3 rust
resistance gene (group G) and the susceptible line Matari (group F) used as recurrent
parent. + indicates the presence of the marker bands; — indicates the absence.

Table 9. Arabidopsis thaliana homologous sequences of coffee BAC-end sequences from
the SH3-contig. The identified Arabidopsis predicted genes showing co-localisation in
close proximity are indicated in bold.

Table 10. COS markers corresponding to predicted genes located on the targeted
Arabidopsis segments identified. Putative orthologous coffee and tomato sequences and
derived primers are indicated.

Table 11. Arabidopsis thaliana homologous sequences from BAC clones hybridized by
COS markers presenting significant homologies to Arabidopsis thaliana sequences (in
bold) located on the targeted Arabidopsis segments.

Tableau 12. Marqueurs orthologues putatifs de S. lycopersicum aux séquences des
extrémités de BAC ou de genes du caféier present sur le contig portant le caractere de
résistance Sy3.

Tableau 13. Résultats d”hybridation sur des lignées introgressées avec les sondes de S.

lycopersicum. Les enzymes de restriction testés et les positions déterminées sur les ILs sont
listés.
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Contribution a I'amélioration génétique de la résistance des caféiers (Coffea arabica L.) a la rouille
(Hemileia vastatrix) : De I'étude des hybrides interspécifiques naturels de Nouvelle-Calédonie a la
cartographie d'un locus de résistance.

Résumé La rouille due au champignon Hemileia vastatrix est une des contraintes phytoparasitaires
majeures a la culture du caféier Coffea arabica. L’amélioration génétique de I’espéece allotétraploide C. arabica
est basée principalement sur I’exploitation des ressources génétiques des caféiers diploides tel que C. canephora
ou C. liberica. Elle consiste & introduire au sein des variétés cultivées, des génes d’intérét, notamment de
résistance aux maladies, a partir des especes diploides. Les objectifs de ce travail sont en relation avec
I’amélioration de C. arabica pour sa résistance a la rouille et consistent, d’une part, en la caractérisation de
nouvelles sources de diversité génétique et d’autre part, au développement des connaissances moléculaires d’un
locus de résistance a la rouille.

La découverte en Nouvelle-Calédonie d’individus de phénotype intermédiaire entre C. arabica et C. canephora a
motivé la recherche de nouvelle diversité génétique pour I’amélioration de C. arabica. L’étude de la genése et
des flux de géne chez ces hybrides interspécifiques et I’évaluation de leur résistance pour plusieurs races de
rouille ont mis en évidence de nouvelles ressources génétiques pour I’amélioration de C. arabica. Parallelement
a cette étude, la cartographie génétique du locus de résistance Sy3 de C. liberica introgressé chez C. arabica a
été réalisée ouvrant ainsi la voie a une sélection assistée par marqueurs pour I’amélioration de C. arabica.

Dans le but de cloner le (ou les) genes de résistance a la rouille, la cartographie physique sur C. arabica de la
région chromosomique homéologue a celle de C. liberica portant le facteur Sy;3 a été réalisée. Les marqueurs liés
au locus Sy3 et I’analyse génomique comparative avec Arabidopsis thaliana ont permis de définir une région
d’environ deux mégabases contenant le ou les génes de résistance homéologue a Sy3. L’établissement de la
microsynténie entre le caféier et cette petite crucifére a permis le transfert des marqueurs pour I’avancement de
la cartographie physique, et apporté des informations sur I’évolution de ces deux especes. Finalement pour ouvrir
la voie & une approche géne candidat et le transfert de nouveaux marqueurs sur la carte physique de C. arabica,
la cartographie génétique de la région chromosomique liée a Sy3 a été réalisée chez Solanum lycopersicum.
Plusieurs génes de résistance sont présents dans les régions orthologues chez S. lycopersicum et Arabidopsis.
L’ensemble de ces résultats permet d’envisager le clonage du (ou des) géne(s) de résistance a la rouille chez le
caféier.

Mots clefs: Coffea arabica, Coffea liberica, Hemileia vastatrix, Résistance a la rouille, Hybrides
interspécifiques naturels, introgression, flux de genes, marqueurs moléculaires, évolution, Arabidopsis thaliana,
Génétique comparative, Microsynténie.

Contribution to the genetic improvement of coffee resistance (Coffea arabica L.) to rust disease (Hemileia
vastatrix): From the study of the natural interspecific hybrids of New Caledonia to the mapping of
resistance locus.

Abstract Coffee Rust disease due to the pathogenic agent Hemileia vastatrix is one of the major
obstacles in Coffea arabica cultivation. The genetic improvement of the allotetraploid C. arabica species is
mainly based on the exploitation of the genetic resources of diploid species such as C. canephora or C. liberica.
It consists of introducing genes of interest, particularly disease-resistance genes, into the cultivated varieties. The
objectives of this work relate to the improvement of C. arabica for its resistance to rust and consist of both the
characterization of new sources of genetic diversity, and the development of molecular knowledge of a rust
resistance locus.

The discovery in New Caledonia of individuals with intermediate phenotypes between C. arabica and C.
canephora motivated the search for new genetic diversity. The study of genesis and gene flows in these
interspecific hybrids combined with the evaluation of their resistance to several rust races highlighted new
genetic resources for C. arabica improvement. Parallel to this study, the genetic mapping of C. liberica Sy;3 rust-
resistance locus introgressed in C. arabica was carried out, thus opening the way for a marker-assisted selection.
With an aim of cloning the rust-resistance genes, the physical map of C. arabica homoeologous chromosomal
segments to that of C. liberica bearing the Sy3 factor was carried out. The markers related to the Sy3 locus and
the comparative genomic analysis with Arabidopsis thaliana allowed defining an area from approximately two
megabases carrying homoeologous Sy3 resistance genes. The establishment of the microsynteny between Coffea
and Arabidopsis allowed the transfer of markers to build the physical map, and revealed information on the
evolution of these two species. Finally, to open the way to a candidate gene approach and the transfer of new
markers to the physical map, the genetic mapping of the chromosomal area related to Sy3 was carried out in
Solanum lycopersicum. Several resistance genes are present in S. lycopersicum and Arabidopsis orthologous
segments. Together these results make it possible to consider the cloning of rust resistance gene(s) in Coffea.
Keywors: Coffea arabica, Coffea liberica, Hemileia vastatrix, Rust resistance, Natural interspecific
hybrids, introgression, gene flow, molecular markers, Evolution, Arabidopsis thaliana, Comparative genetics,
Microsyntenie.
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