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Le café est I’'une des boissons les plus populaires au monde. Coffea arabica L. et Coffea
canephora Pierre ex A. Froehner sont les deux espéces exploitées a grande échelle pour obtenir le
café a partir de grains verts torréfiés. Les grains de C. arabica donnent le café Arabica, ceux de
C. canephora donnent le café Robusta. Actuellement, Arabica et Robusta représentent
respectivement 60% et 40% de la production mondiale de café (http://www.ico.org). Ces deux
cafés se distinguent par leur gotit, le café arabica ayant un gott fruité et acidulé généralement plus
apprécié¢ par les consommateurs que le café robusta qui est plus amer. La filiére café représente un
enjeu considérable au niveau économique, avec des échanges mondiaux estimés a plus de 25
millions de dollars en 2017 et une consommation mondiale a plus de 9 millions kg/jour
(http://www.ico.org). Le café est essentiellement produit dans les zones tropicales d’Amérique,
d’Afrique, d’Asie pour lesquelles le Honduras, le Brésil, I’Ethiopie et le Vietnam sont,
respectivement, les pays les plus producteurs (Figure 1). L’Amérique du Sud est le producteur
principal (44%), suivi par 1’ Asie, I’Océanie (31%) puis le Mexique et I’ Amérique centrale (14%)
et enfin I’ Afrique (11%) (Figure 2). Environ 125 millions de personnes dans le monde dépendent
de la production de caf¢ et la plupart sont uniquement caféiculteurs (https://www.fairtrade.org.uk).
Depuis quelques années, une baisse de la production et de la qualité des grains a été notée et
fortement attribuée au changement des conditions climatiques. Pour maintenir les revenus des
caféiculteurs, I’économie des pays exportateurs et la production d’un café¢ de bonne qualité, il est

urgent de rechercher des solutions pour adapter la caféiculture aux changements climatiques.

m Afrique
Asie et Océanie
B Mexique et Amérique centrale

B Amérique du Sud

Figure 2 : Production mondiale de café par continent en 2018
Source : http://www.ico.org



Figure 3 : Evolution de la température moyenne (A) et des précipitations moyennes (B) entre 1986-2005 et 2081-2100
Source : IPCC, 2014

Selon le groupe d’experts Intergouvernemental sur I’évolution climatique (GIEC),
I’augmentation de la teneur en gaz a effet de serre va entrainer une hausse des températures de 1,8
a4°C d’ici la fin du siecle (IPCC, 2014) (Figure 3A) et des modifications du régime pluviométrique
de maniere annuelle mais également saisonniere (GIEC, 2013) (Figure 3B). Les projections futures
les plus défaitistes pour la caféiculture prévoient, d’ici 2050, une diminution de plus de 50% des
surfaces consacrées a la culture de C. arabica, en particulier au Brésil. D’ailleurs, les premiers
effets des changements climatiques ont déja été notés par les producteurs. La hausse des
températures moyennes de 1°C en Amérique se traduit déja par une baisse des rendements et une
augmentation de la prolifération des pathogenes. Il devient donc urgent de trouver des solutions
pour maintenir la culture du café. Pour C. arabica, le déplacement de la culture vers des zones de
plus haute altitude, la culture dans des systémes agroforestiers et la sélection variétale sont trois
propositions qui sont actuellement a I’étude. Le déplacement des cultures en haute altitude
permettrait d’atténuer la hausse de température engendrée par le réchauffement climatique. Un
systtme d’ombrage offert par 1’agroforesterie fournirait simultanément une réduction de la

température journaliere de 2 a 3°C et des amplitudes de température plus faibles entre le jour et la



nuit, parametres qui influent, avec la sécheresse, sur la période de floraison et de fructification et
limitent les rendements (Camargo, 2010). Le greffage de C. arabica (greffon) sur une autre espece
de caféier porte-greffe est une technique qui a déja été utilisée vers les années 1990 pour réduire
les dommages causés par les nématodes. Dans le cadre du réchauffement climatique et de ses
conséquences sur la disponibilité en eau dans la rhizosphére, la méthode peut étre envisagée pour
apporter aux caféiers une tolérance au stress hydrique, a condition de choisir un porte-greffe
capable d’améliorer 1’absorption des ¢léments minéraux et d’eau (DaMatta et Ramalho, 2006 ;

Novaes et al., 2011).

D’une maniére générale, les perturbations environnementales entrainent chez les plantes la
mise en place d’une réponse adaptative permettant de les protéger. Cette protection est assurée,
entre autres, par des composés antioxydants parmi lesquels figurent les composés phénoliques.
Ainsi, il a été montré que, sous une forte luminosité, les flavonoides s'accumulent dans les tissus
des feuilles de plantes jouant un réle majeur dans la filtration des rayonnements UV. De méme,
des changements climatiques saisonniers (avec pour parametres majeurs l’évolution de la
température et de la durée de I’éclairement) peuvent entrainer des modifications des teneurs
foliaires en acides chlorogéniques, composés phénoliques intermédiaires dans la voie de
biosynthése de la lignine.

Les caféiers étant des plantes fortement accumulatrices d’acides chlorogéniques (jusqu’a
6% de la matiere seche des jeunes feuilles de C. canephora (Mondolot et al., 2006)), il semblait
intéressant de cibler notre étude sur ces métabolites, et sur les composés phénoliques plus
généralement, pour rechercher des marqueurs de la capacité adaptative de ces plantes a différents

stress abiotiques.

Nos travaux pour cette é¢tude ont été effectués a Montpellier (France) pendant les deux
premieres années de thése, puis a Antananarivo (Madagascar). Les études biochimiques ont été
réalisées a Montpellier sur des feuilles jeunes et matures lyophilisées récoltées au Mexique. Elles
ont porté sur les composés phénoliques en ce qui concerne les métabolites secondaires et sur les
sucres pour les métabolites primaires. Les données transcriptomiques ont été analysées en France,
en exploitant les données fournies par la plateforme MGX et les outils d’analyse bioinformatique

mis en place a I’IRD Montpellier. Elles ont permis de comparer et de quantifier le niveau



d’expression génique entre différents stades de croissance des feuilles et différentes conditions de
culture. Le séquencage du génome de C. arabica n’étant pas disponible, le génome de Coffea
canephora a été utilisé pour I’annotation afin de connaitre les fonctions des geénes. L’objectif de
nos travaux consiste a mettre en évidence les composés phénoliques associés spécifiquement a
I’adaptation aux différents stress abiotiques ainsi que les geénes pouvant étre considérés comme
marqueurs et servir de cibles en amélioration.

Des études morphologique et métabolique ont été également menées, d’une part, sur C.
canephora var. Nemaya et sur C. arabica cv Marsellesa greffés sur cette variété. Ces derniers sont
cultivés sur les mémes parcelles au Mexique. D’autre part, des analyses biochimiques ont été
effectués sur C. arabica cultivés a Madagascar, sous irrigation ou non. La comparaison des
variations inter et intraspécifiques du métabolisme des composés phénoliques, selon les différentes
conditions de culture devrait permettre de valider les composés majeurs mis en évidence dans
I’adaptation des caféiers C. arabica var. Marsellesa aux conditions environnantes.

A Madagscar, la filiere café a occupé la cinquieme place des produits de I’agriculture les
plus exportés en 2016 (Randrianarisoa, 2016). Alors que ces dix derniéres années, Madagascar a
connu une baisse importante dans la production du café Robusta. A I'heure actuelle, les solutions
envisagées portent généralement sur I’amélioration variétale (en termes de rendement et de qualité
des grains de caf¢). Mais les résultats de cette étude, tester sur les especes exploitées malgaches
sur le plan métabolique pourrait valider les marqueurs préalablement identifiés sur les variétés

mexicaines et de proposer des marqueurs de sélection pour la caféiculture malgache.

Ce manuscrit s’articule en trois grandes parties. La premiére partie, introductive, expose les
généralités sur les caféiers, sur les changements climatiques et sur la capacité adaptative des plantes
et des caféiers aux changements climatiques. La deuxiéme développe les méthodologies utilisées
durant les ¢tudes et la troisieme présente les résultats obtenus en appliquant différentes conditions
environnementales de culture a plusieurs caf€iers cultivés. Une conclusion générale et des

perspectives termineront le manuscrit.
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I. La caféiculture

I.1.1. Coffea arabica : Origine et conditions optimales de culture

Ce sont les foréts tropicales éthiopiennes qui ont abrité les premiers Coffea arabica a
des altitudes allant de 1600 a 2800 m. Au XIV®™ sicle, a I’origine de sa culture, C. arabica se
trouve donc en condition ombragée, dans cette région ou la température de l'air se caractérise
par de faibles fluctuations saisonniéres, atteignant en moyenne environ 20°C. Les précipitations
sont bien réparties, variant de 1600 a plus de 2000 mm, avec une saison seche de 3-4 mois
coincidant avec les mois les plus frais. Dans ces conditions, 1’espéce C. arabica semble tres
sensible aux variations de température (DaMatta, 2004a). Ainsi, des températures supérieures
a 23°C entrainent une accélération du développement et de la maturation des fruits qui se traduit
par une perte de la qualité du café. L'exposition continue a des températures aussi élevées que
30°C entraine non seulement une croissance réduite mais également des anomalies telles que le
jaunissement des feuilles et la croissance de tumeurs a la base de la tige, alors qu’une
température annuelle moyenne inférieure a 18°C réduit considérablement la croissance générale
de I’arbre. C. arabica a été cultivé au moins durant cinq siecles au Yémen avant d’étre propagé
a travers le monde. Quelques pieds de C. arabica sont a I’origine des plantations actuelles de
caféiers. En effet, au début du XVIII®™ siécle, par le biais des échanges commerciaux
hollandais et des campagnes de colonisation frangaises, espagnoles et portugaises, quelques
individus ont ¢été introduits en Indonésie, en Amérique Latine et vers I’ile Bourbon
(actuellement appelée 1’1le de la Réunion) puis vers les régions actuellement productrices. Ces
caféiers du Yémen ont ainsi permis la propagation de deux variétés - « Typica », qui a été le
premier caféier cultivé en Asie et en Amérique latine et « Bourbon », qui est arrivée en

Amérique du Sud en passant par 1'lle de La Réunion (Anthony et al., 2002 ; Adler, 2014).

1.1.2. Coffea canephora : Origine et conditions optimales de culture
Coffea canephora est originaire des foréts africaines qui s’étendent du fleuve Congo
jusqu'au lac Victoria en Ouganda. L'altitude de cette vaste région peut atteindre 1200 m en
Ouganda et la température moyenne est comprise entre 24 et 26°C, sans grandes oscillations,
avec des précipitations supérieures a 2000 mm réparties sur une période de 9 a 10 mois et avec
une forte humidité de I'air. Les hautes températures ne sont pas favorables au développement
de cette espece de caféier, notamment lorsque 1'air est sec (DaMatta, 2004a). C’est au début du

XXM siecle, suite a une attaque généralisée d’un champignon, Hemileia vastatrix, responsable



de la rouille orangée dévastatrice des plantations d’Arabica, que sa culture a commencé, plus

particulierement en Afrique.

I.1.3.La caféiculture a Madagascar

Sur la Grande fle, la caféiculture a commencé au début du XXéme siécle, a 1’époque
coloniale. Plusieurs especes ont été cultivées dont C. arabica, C. congensis, C. canephora et
I’hybride issu du croisement de ces deux dernieres especes nommé C. congusta. A cause de sa
faible productivité, la culture de C. congensis a été abandonnée. C. congusta quant a lui, par sa
résistance aux maladies telles que la rouille orangée, a connu une forte expansion sur toute la
cote Est de I'ile (Antalaha, Fénérive, Tamatave, Brickaville, Vatomandry, Mananjary,
Manakara, Vohipeno, Farafangana). Il est utilis¢ dans les zones inondables en tant que porte-
greffe pour C. canephora (Chevalier, 1946).

Selon les derniéres statistiques, la production de café¢ a Madagascar a baissé de plus de
60% de 1960 a 2010. De plus, la qualité des grains a régressé. Pourtant, le café constituait le
premier produit d’exportation malgache dans les années 1950. A cette époque, 80% des revenus
des ménages de la partie Est de Madagascar provenaient de la vente des grains de C. canephora.
Ce dernier constitue aujourd’hui 95 % de la production estimée a 40 000 tonnes environ dont
seulement 10 000 tonnes répondent aux exigences des importateurs. Quant aux C. arabica, il
est cultivé dans les Hautes Terres, sur quelques localités. Des projets de plantation de C. arabica
ont été lancés a plusieurs reprises sur les hauts plateaux malgaches (Soavinandriana (Lac Itasy),
Betafo, Faratsiho, Fianarantsoa, Ambositra) tels que 1’Opération Café Arabica (OCA), le
Systeme de Stabilisation des Recettes d’Exportations (STABEX), le Comité National de la
Commercialisation du Café (CNCC), mais les surfaces adaptées a sa culture se restreignent aux
Hautes Terres ou le taux de rendement est faible, les conditions optimales de production n’étant
sans doute pas adaptées (Rakotomalala, 2018). Actuellement, le FOFIFA développe une
nouvelle variété nommée « Ratelo » issue d’un trihybride (croisement des trois especes C.
arabica, C. canephora et C. eugenoides) qui pourrait constituer un nouvel espoir pour la

caféiculture malgache (Rakotomalala et al., 2016).

I.2.1. Classification botanique des caféiers
La classification des caféiers est schématisée sur la figure 4. Les caf€iers appartiennent a la
famille des Rubiacées qui comporte plus de 6000 espéces. Dans cette famille, les caféiers

constituent la tribu Coffeae incluant deux genres - le genre Psilanthus spp, subdivisé en deux



sous-genres, Psilanthus et Afrocoffea, et le genre Coffea L., subdivisé en deux sous-genres,
Coffea et Baracoffea. Parmi les 124 especes répertoriées a ce jour dans le genre Coffea, Coffea
arabica L. et Coffea canephora Pierre ex A. Froehner, sont les deux espéces principalement
exploitées pour fournir le café (Davis ef al., 2011). Toutes les espéces Coffea sont diploides,

exceptée C. arabica qui est allélotétraploide. Cette espéce proviendrait du croisement spontané

entre C. eugenioides (parent femelle) et C. canephora (parent méale) (Lashermes et al., 1999).

Sous famille

\P's ilamtins Cofffea

I_l_| I_I_I

8 1

C. arabica C. canephora

Figure 4 : Organigramme de la taxonomie du genre Coffea

1.2.2.Description morphologique des caféiers

Les caféiers sont des plantes pérennes dont la hauteur et le diamétre différent en fonction
des espéces. Les plus grands peuvent atteindre jusqu’a 18 metres alors que les plus petits
constituent des buissons. Toutes les especes posseédent un tronc monopodial, orthotrope et
régulierement ramifi¢ de deux rameaux plagiotropes opposés sur chaque nceud du tronc. Les
rameaux latéraux (primaires) forment les branches floriféres et peuvent porter un deuxiéme
(secondaire) voire troisiéme (tertiaire) axe plagiotrope. Les feuilles sont simples, opposées et
persistantes. Une grande diversité de la taille et de la forme des feuilles existe (Figure 5A). Les
inflorescences apparaissent généralement a 1’aisselle des feuilles des axes plagiotropes et sont
pluriflores. Les fleurs sont tubuleuses, de couleur blanche ou rosée lorsqu’elles se fanent
(Figure 5B). Leur nombre par inflorescence montre une variation interspécifique et peut aller
de 5 a 36 fleurs par nceud. Les fruits, connus aussi sous le nom de « drupe » ou « cerise » sont

des faux fruits'. Leur forme et leur taille varient selon les espéces (Figure 5C) et la couleur

1 Faux fruits : fruit résultant de la combinaison de plusieurs organes florale et non pas du développemnt d’un
ovaire d’une fleur.
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change en fonction du stade de maturité. Ces fruits renferment deux graines qui sont accolées

X

C engeniofdes  C racemosa

IX

Coarabica  C pyendozangebarioe  Comanritiana

par leur face plane a invagination « cofféenne » (Figure 5D).

A

. psendazangtiebariae £ canepliora C arabica

C. canephora

Figure 5 : Diversité dans le sous-genre Coffea.

Feuilles de différentes especes de caféiers (A). Fleurs de différentes especes de caféiers (B) ; Fruits illustrant la
diversité des formes, tailles et couleurs (C) ; Drupe ouverte ou « cerise » montrant 1’invagination cofféenne des
graines (D), Epicarpe (1), Mésocarpe (2), Endocarpe (3). (Adler, 2014)



C. arabica présente une taille d’environ 5 a 6 m de hauteur et un tronc de 7 cm de
diametre. Ses feuilles mesurent généralement entre 8§ a 20 cm de long et 3 a 7 cm de large
(Figure 6). Elles sont munies d’un pétiole court et d’une stipule interpétiolaire. Elles sont
glabres, brillantes et de couleur vert foncé. Les inflorescences blanches sont au nombre de 4 a
18 a ’aisselle des feuilles. Elles sont pentameéres, c’est-a-dire formées de 5 sépales et pétales.

Les fruits ovoides sont rouges a maturité.

Coffea arabica:

Figure 6 : Représentation morphologique de Coffea arabica.
Rameau florifére (A), fruit (B, C, D, E).
Source : www.swwbm.com/Illustrations/Illust.html

C. canephora mesure entre 8 a 15 m de hauteur, avec un diamétre de tronc allant jusqu’a
15 cm. Les feuilles mesurent 15 a 25 cm de long et 5 a 12 cm de large (Figure 7). De forme
allongée ou lancéolée, elles sont de couleur vert luisant. Les inflorescences sont au nombre de
trois (03) a cinq (05) et comportent jusqu’a douze (12) fleurs blanches de grande taille,
constituées de cinqg (05) pétales soudés. Les fruits sont ovoides, de couleur rouge a maturité et

rassemblés en glomérules denses. (Louarn, 1976 ; Hailu, 2011 ; Adler, 2014).
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Figure 7 : Représentation morphologique de Coffea canephora.
Rameau florifére (A), Neeud (B, C) : Neeud ; Inflorescence (D, E) ; Fruit - (I, H, G, F)
Source : Wrigley, 1988

Dans un contexte de surproduction et de prix mondiaux durablement bas, la qualité du
café produit est devenue un critére primordial et incontournable de la sélection, qui doit pourtant
continuer d’assurer un progres génétique en maticre de résistance, d’adaptation et de
productivité, afin de contribuer a diminuer les cofits de production (Doré et Varoquaux, 2006).
Les objectifs de sélection différent entre C. arabica et C. canephora. En effet, si d’un coté,
I’ Arabica est appréci€ pour son gott, la faible base génétique (quelques individus a I’origine de
la plantation mondiale) sur laquelle repose la diversité des variétés cultivées peut expliquer la
forte sensibilité de I’espece aux maladies. Aussi, les travaux d’amélioration sur C. arabica ont
¢été principalement focalisés sur la résistance aux pathogeénes et la production associée a la

qualité. De I’autre coté, C. canephora est plus résistant aux pathogeénes et aux ravageurs mais
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son café présente un goiit plus astringent?. Les objectifs de I’amélioration variétale de cette
espece ont essentiellement porté sur la qualité de son café. Au cours des derni¢res décennies,
les programmes d’amélioration sur les deux especes n’ont pas ciblé les mémes axes. Et face a
I’augmentation de la température et aux variations pluviométriques engendrées par le
changement climatique, les caféiculteurs ont orienté la sélection variétale vers la recherche

d’individus plus adaptés aux nouvelles conditions climatiques.

1.3.1. Amélioration de Coffea arabica

La méthode de s¢lection de C. arabica a été une sélection généalogique. Autrement dit,
la sélection a eu pour objectif d’obtenir de nouvelles lignées pures a partir de parents afin de
fixer les caractéres qui ont été jugés jugés intéressants et complémentaires, en réalisant des
croisements sur plusieurs générations. C. arabica a été sélectionné de maniere a donner du café
de qualité et de bons rendements (forte productivité et résistance aux ravageurs et aux maladies)
lorsque sa culture a été réalisée en plein soleil, en culture intensive. Dans un premier temps, il
s’est agit d’obtenir, a partir des C. arabica, plante sciaphile de la forét éthiopienne, des variétés
a port nain productives adaptées aux conditions en plein champ. Puis, de 1930 a 1980, il a été
visé d'améliorer la qualité des grains et d'augmenter le rendement. Cependant, cette espece est
apparue trés sensible aux maladies et aux ravageurs, certainement a cause de la faible base
génétique qui a servi a développer les variétés cultivées (seulement quelques grains a 1’origine
des plantations mondiales). Une deuxiéme vague de sélection a alors eu pour but, dans les
années 1970, de produire des variétés résistantes aux maladies et aux ravageurs. La majorité
des variétés résistantes actuellement commercialisées (IAPARS9®, Castillo® et Marsellesa®)
dérive de I’hybride de Timor (Sarchimor et Catimor), variété issue d’un croisement spontané

entre C. arabica et C. canephora, et hautement résistante a la rouille (Bertrand ef al., 2006).

1.3.2. Amélioration de Coffea canephora
Le programme d’amélioration variétale de Coffea canephora se base sur une sélection
massale. Elle consiste a augmenter la valeur moyenne de la population en choisissant les
individus les plus intéressants phénotypiquement et en prenant leurs graines comme semence
pour la culture suivante. La sélection est effectuée de génération en génération. Les premiers
travaux ont commencé en Indonésie au début du XIX®™ siécle, ensuite en République

Démocratique de Congo et en Ouganda dans les années 1960, puis a Madagascar, en

2 Astringent : substance qui resserre les tissus vivants et a un goQit ou une odeur apre.
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République Centrafricaine et en Cote d’Ivoire entre les années 1960 a 1970. Les efforts de ces
pays se sont portés sur la création variétale. L’originalité des recherches en Cote d’Ivoire réside
sur la production des clones a partir d’hybrides. Les variétés sélectionnées a travers ces
programmes ont €t¢ I'unique source pour la sélection adaptative de la majorité des pays

producteurs de café (Montagnon et al., 1998).

1.3.3. Amélioration variétale liée aux changements climatiques

Les changements climatiques tels qu’ils sont prévus représentent une menace sérieuse,
en particulier pour les pays mésoaméricains en raison des multiples impacts qu’ils auront sur
les populations, soit directement soit au travers de 1’altération de divers secteurs de I'économie
dont I’agriculture (Baca et al, 2014). L’augmentation des températures et 1’apparition de
périodes de sécheresse de plus en plus extrémes devraient sérieusement affecter la production
de café (DaMatta et Ramalho, 2006). Des ¢études de modélisation récentes, basées pour la
majorité sur les données du groupe intergouvernemental sur 1’évolution du climat, montrent
que les sécheresses et les températures ¢levées favorisent la prolifération des ravageurs et des
agents pathogenes (Jaramillo ef al., 2011 ; Avelino et al., 2015 ; Magrach et Ghazoul, 2015).
Les projections climatiques pour le prochain siecle en Amérique latine indiquent un effet tres
négatif sur les rendements des cultures en général et plus particuliérement pour C. arabica
(GIEC, 2007 ; Camargo, 2010). En effet, il a été montré plusieurs fois que C. arabica réagit
fortement aux variations de température saisonnieres et apprécie des températures relativement
stables, contenues dans une fourchette assez étroite (Gay et al., 2006 ; Haggar, 2007). De méme,
la sécheresse se révele étre un facteur fortement limitant pour les caféiers. Affectant la floraison
et le développement des graines ainsi que leur composition chimique, le manque d’eau a pour
conséquences des baisses de rendement et de la qualit¢ finale de la boisson
(DaMatta et Ramalho, 2006). Les événements climatiques actuels, caractéris€s par une
augmentation de 1°C de la température moyenne, affectent déja la production de café et vont
modifier les zones propices a la caféiculture (Davis et al., 2012 ; Bunn et al., 2015 ; Craparo et
al., 2015). Filho (2010) estime que les conditions optimales de culture de C. arabica en
Mésoamérique’, actuellement situées entre 800 et 1400 m d’altitude, passeraient de 1 200 a 1
600 m d'ici 2050. De la méme fagon, des études en Ethiopie et au Kenya prévoient des impacts
significatifs du changement climatique sur la distribution des caféiers sauvages et sur la

prolifération des parasites du caféier (Jaramillo et al., 2011 ; Davis et al., 2012). Cependant,

3 Mésoamérique : ensemble de zones géographiques occupées par des ethnies qui partageaient de
nombreux traits culturels communs avant la colonisation espagnole du continent américain.
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des études plus récentes montrent que 1’augmentation de CO> qui accompagne les changements
climatiques devrait limiter I’impact négatif des températures sur la caféiculture. Ainsi, la
modélisation de Verhage et ses collaborateurs (2017) montre que dans des conditions de culture
irriguée, 1’augmentation de CO: liée aux changements climatiques favoriserait la
thermotolérance des caféiers. Sous des conditions de températures élevées, la présence d’une
forte concentration en CO> permettrait le maintien de [’activité photosynthétique et une
atténuation des dommages causés par la température grace a la production de molécules
protectrices telles que les protéines de choc thermique (HSP70, chaperonines), 1’ascorbate
péroxydase (APX) ou le raffinose (DaMatta et al., 2016 ; Martins et al., 2016). Cette capacité
d’acclimatation a la température n’est cependant notée que chez les feuilles matures et non chez
les feuilles en cours de développement (DaMatta et al., 2018).

En conséquence, face au changement climatique, la modification des pratiques
culturales doit étre envisagée pour C. arabica. Trois solutions ont été proposées : la premicre
consiste a cultiver les caféiers en systéme agroforestier dans les zones de production de basse
altitude (600-800 m). Cette technique permettrait de limiter I’augmentation de la température
et de remettre les caféiers dans leurs conditions ancestrales de croissance. La deuxiéme
proposition repose sur la culture des caf€iers a plus forte altitude. La troisiéme et dernicre
solution prévoit d’apporter a C. arabica une plus grande résistance aux stress biotiques et

abiotiques en le greffant sur C. canephora, par exemple, pour les caféicultures a basse altitude.

II. Changement climatique et capacité adaptative des plantes

Des changements notables du climat sont constatés depuis quelques décennies sur notre
planéte. Ce phénomene, communément appelé réchauffement climatique, est causé¢ par
I’augmentation de la teneur de I’atmosphere en gaz a effet de serre (GES) essentiellement issus
de I’activit¢ humaine (GIEC, 2007). Ainsi, depuis 1950, il a été¢ constaté un réchauffement
progressif de I’atmospheére et des océans (0,8°C en moyenne), une diminution de plus en plus
accélérée de la couverture de neige et de glace entrainant une élévation du niveau des mers
(0,15 m actuellement). En se basant sur les études du groupe d'experts intergouvernemental sur
I'évolution du climat, les températures atmosphérique et océanique augmenteraient de 2 a 4,8°C
aux cours du siecle (d’ici 2100). Si aucune mesure de réduction des émissions de GES n’était
mise en place, les conséquences du réchauffement climatique seraient irréversibles et
désastreuses pour les populations et les écosystemes (IPCC, 2014). Ces modifications
demanderont aux systémes naturels, y compris la population humaine, de faire preuve d’une

forte capacitée d’adaptation.

14



Chez les plantes, les changements climatiques ont déja et auront une forte influence sur
leur développement saisonnier, ayant des conséquences sur la biodiversité terrestre et sur la
croissance et la physiologie de chaque individu y compris sa capacité reproductrice. En effet,
I’¢lévation de la température ou la variation des rythmes des précipitations déclenche un état de
« stress » chez ces organismes qui n’ont d’autre alternative que de s’adapter s’ils veulent
survivre, car ils sont incapables de se déplacer pour fuir les conditions défavorables. Cependant,
la sensibilité des plantes aux stress environnementaux est complexe a déterminer car la réponse
varie en fonction de I’espéce végétale et, pour une méme espece, selon le type de stress, sa

durée et son intensité.

Les plantes sont continuellement exposées aux modifications de I’environnement qui
les entoure et qui ne leur sont pas forcément favorables. Elles sont donc constamment soumises
a des stress. Afin d’assurer leur pérennité, les plantes ont développé des mécanismes afin de
faire face a ces différents stress dits abiotiques et qui rassemblent toutes les modifications
chimiques ou physiques engendrées par des facteurs climatiques (sécheresse, froid extréme ou
chaleur, forte luminosité, ...), modifiés isolément ou ensemble (Madhava Rao et al., 2006 ;
Blum, 2016). En réponse a ces stress, les plantes ajustent 1’expression de leurs génes de maniére

a modifier leurs mécanismes métaboliques et physiologiques et leur croissance (Figure 8).

[AB]DTIC STRESS RESPONSES OF PL.-’&NTS]

i . NN Ty
GROWTH PFHYSIOLOGY MOLECULAR BIOLOGY
& Germination inhibitation & Reduction in water uptake @ Altered gene expression
@ Growth reduction # Altered transpiration rate @ Breakdown of macromolecules
& Premeture senescence # Reduction in Photosynthesis & Reduced activity of vital enzymes
# Reduction in productivity | |  Altered respiration o Decreased protein synthesis
® Decrease in Nitrogen assimilation | | @ Disorganization of membrane systems.
# Metabolic toxicity b -
| ® Accumulation of growth inhibitors |

Figure 8 : Réponses communes des plantes aux stress abiotiques
Source : Madhava Rao et al., 2006
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Cette adaptation des plantes peut étre transitoire ou héritable. Dans le premier cas, les
plantes modifient leur phénologie, leur structure et/ou leur métabolisme pour atténuer les effets
du stress ; les changements peuvent avoir lieu en I’espace de quelques secondes ou
progressivement pendant toute une saison de croissance. Ce processus est communément
appelé ’acclimatation et constitue un passage obligé afin que la plante soit qualifiée de
tolérante. Dans le deuxieme cas, la modification est d’origine génétique, héritable et pouvant
éventuellement mener a I’évolution de la descendance et a la spéciation. Il est a noter que toutes
les modifications provoquées par un stress abiotique ne constituent pas forcément une
adaptation. Ils peuvent étre engendrés par une perturbation ou un déséquilibre des processus
métaboliques. Enfin, il semble que 1I’exposition aux stress, qu’ils soient biotiques ou abiotiques,
soit mémorisée par les plantes grace a des mécanismes épigénétiques (Miiller-Xing et al., 2014).

Les mécanismes de la réponse au stress sont décomposés en plusieurs étapes dont la
perception du stress qui est suivie de la production de messagers secondaires conduisant ensuite
a I’expression ou a la régulation des genes impliqués dans la protection cellulaire. Les voies de
transduction du signal® jouent un réle crucial dans I’induction de la réponse et de la tolérance

au stress (Madhava Rao et al., 2006) (Figure 9).
‘ STRESS RECOGNITION |
‘ SIGNAL TRANSDUCTION ’

‘ GENE INDUCTION l
~J
‘ GENE PRODUCTS 1

‘ PROTECTION AND REPAIR ]

(
l STRESS TOLERANCE ‘

Figure 9 : Schématisation des différentes étapes conduisant a la tolérance a un stress
Source : Madhava Rao et al., 2006

4 La transduction de signal désigne le mécanisme par lequel une cellule répond a I'information qu’elle regoit,
par des agents chimiques ou autres signaux.
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La régulation de 1’expression est classiquement opérée au niveau de la séquence du
génome, mais des modifications épigénétiques basées essentiellement sur la méthylation de
I’ADN, la modification des histones ou des interactions avec des petits ARN non codants,
peuvent contribuer séparément ou ensemble a la modification du phénotype en réponse au
stress. Des études récentes réalisées sur les plantes modeles ont permis d’obtenir plus
d’information sur le rdéle des modifications épigénétiques dans 1’adaptation des plantes
(Grativol et al., 2012). 1l apparait que ces modifications épigénétiques participent a la plasticité
phénotypique et sont héritables a travers les générations favorisant la mémorisation de la
réponse au stress et donc son adaptation (Kinoshita et Seki, 2014 ; Crisp et al., 2016).

Pour décrire ces mécanismes de réponse aux stress abiotiques, nous prendrons

I’exemple de la réponse des plantes a des modifications de température et de lumiére.

I1.2.1. Quelques définitions
I1.2.1.1.« Reactive oxygen species » ou espéces réactives de I’oxygéne (ROS)

Les ROS sont un groupe de radicaux libres, de molécules réactives et d'ions dérivés de
1'02 (Sharma et al., 2012). Dans les cellules végétales, ils sont formés lors de la fuite inévitable
d'¢lectrons sur 1'02 au cours des activités de transport d'électrons. Ils peuvent aussi étre des
sous-produits de diverses voies métaboliques localisées dans différents compartiments
cellulaires (chloroplastes, mitochondries, membranes plasmiques, peroxysomes, réticulum
endoplasmique, apoplastes, ou parois cellulaires). Les types de ROS les plus courants sont
I’oxygene singulet (10,), I’anion superoxyde (02°7), le peroxyde d’hydrogéne (H>0y), le radical
hydroxyle ("OH) (Sharma et al., 2012).

En fonction de leur concentration dans les plantes, les radicaux libres peuvent jouer un
role délétére ou bénéfique. A forte concentration, les ROS endommagent les biomolécules
(lipides, protéines, ADN, ...) tandis qu'a concentration faible ou modérée, ils interviennent en
tant que messagers secondaires dans les cascades de signalisation intracellulaire induites lors
de la réponse des plantes aux stress. Ainsi, ils sont retrouvés dans les phénomenes de fermeture
stomatique (induction par 1’acide abscissique (ABA)), d’apoptose, de gravitropisme et lors de
I’acquisition de la tolérance aux stress biotiques et abiotiques (Joo et al., 2001 ; Neill et al.,
2002 ; Torres et al., 2002 ; Mittler, 2002 ; Kwak et al., 2003 ; Yan et al., 2007).

Dans des conditions physiologiques stables, ces radicaux sont récupérés par différentes
molécules antioxydantes de défense, souvent confinées dans des compartiments cellulaires

particuliers (Alscher et al., 1997). L'équilibre entre la production et la détoxification des ROS
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peut étre perturbé par un certain nombre de facteurs environnementaux défavorables. A la suite
de ces perturbations, les niveaux intracellulaires de ROS peuvent augmenter rapidement (Apel
et Hirt, 2004). Lorsque le niveau de ROS excede le seuil permettant la mise en place des
mécanismes de défense, la cellule se trouve alors en état de « stress oxydatif » (Sharma et al.,
2012 ; Hussain ef al., 2018).

Afin d’¢liminer les ROS et de lutter contre le stress oxydatif, les plantes possedent un
systeme de défense antioxydant complexe comprenant des composants non enzymatiques et
enzymatiques. Les composants non enzymatiques comprennent les principaux tampons redox
cellulaires ascorbate (AsA) et glutathion (y-glutamyl-cystéinyl-glycine, GSH) ainsi que le
tocophérol, les caroténoides et les composés phénoliques (Pinto et al., 2004). Les principales
enzymes intervenant dans la détoxification des ROS sont la superoxyde dismutase (SOD), la
catalase (CAT), la glutathion peroxydase (GPX), les enzymes de 1'ascorbate-glutathion (AsA-
GSH), I’ascorbate peroxydase (APX), la monodéshydroascorbate réductase (MDHAR), la
déshydroascorbate réductase (DHAR) et la glutathion réductase (GR) (Noctor et Foyer, 1998).

I1.2.1.2.« Heat shock proteins » ou protéines de choc thermique (HSP)

Les HSP sont des protéines dont la principale fonction consiste a agir en tant que tampon
pour limiter le repliement des protéines et résoudre leurs agrégations, phénomeénes observés
lors de la dénaturation des protéines sous 1’effet de la chaleur.

En réalité, tout stress biotique ou abiotique conduisant a 1’agrégation des protéines fait
appel aux HSP. Ainsi, ces protéines interviennent dans la réponse aux stress tels que le froid,
I'osmose, la sécheresse, la salinité, les UV, la lumiére, le stress oxydatif et ’infection par des
agents pathogenes (Swindell et al., 2007).

Les HSP sont regroupées en six classes en fonction de la similarité de leur séquence
nucléotidique, de leur réactivité immunologique croisée et de leur localisation intracellulaire et
en cing classes, selon leur poids moléculaire approximatif : HSP100, HSP90, HSP70, HSP60
et les petites protéines de choc thermique (sHSP) (Sun et al., 2002) (Tableau 1). Les HSP sont
généralement indétectables dans les tissus végétatifs en condition de croissance normale et sont
induites par des stress environnementaux et ou par des stimuli. Leur synthése est sous la
dépendance de I’expression des facteurs de stress thermique (Hsf) responsables de la
transduction du signal et de la régulation de 1’expression (Baniwal et al.,, 2004 ; Al-Whaibi,

2011).
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Tableau 1 : Taille, fonction et localisation cellulaire des différentes classes des protéines de choc thermique
Source : (Wang et al., 2004 ; Tariq et al., 2010 ; Al-Whaibi, 2011)

Classe

Taille
(kDa)

Fonction

Localisation
cellulaire

HSP100

97-
120

Protection contre la dénaturation et l'agrégation des
protéines

Cytosol,
mitochondrie,
chloroplaste

HSP90

82-90

Transduction du signal

Cytosol,
chloroplaste,
mitochondrie,
réticulum
endoplasmique

HSP70

66-78

Empéche l'agrégation, facilite le repliement,
I'importation et la translocation des protéines, la
transduction du signal et l'activation transcriptionnelle

Cytosol,
chloroplaste,
mitochondrie,
réticulum
endoplasmique

HSP60

58-65

Facilite le repliement

Cytosol,
chloroplaste,
mitochondrie,

sHSP

12-42

Prévention de l'agrégation, stabilisation des protéines
non natives

Cytosol,
chloroplaste,
réticulum
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I1.2.2. Réponses au stress thermique

Le stress thermique est un stress causé par une température excédant les conditions

optimales de croissance. Pour les cultures céréalieres, les températures ¢levées entrainent des

effets néfastes qui varient en fonction de la saison, de la durée et de la sévérité du stress

thermique (Fahad et al., 2016).

Pour les plantes poussant sous les tropiques, les radiations excessives et les températures

¢élevées sont, avec les privations en eau, les facteurs limitants majeurs pour la croissance et la

production. La modification de ces facteurs climatiques entraine des réponses de la plante au

niveau morphologique et physiologique par transduction d’un signal qui peut étre général ou

spécifique au stress.
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I1.2.2.1.La chaleur
11.2.2.1.1. Réponses morphologiques

La chaleur peut provoquer des modifications phénotypiques telles que les brilures, la
décoloration des feuilles et des fruits, la sénescence des feuilles, jusqu’a I’inhibition généralisée
de la croissance de la plante pouvant également toucher la racine (Prasad et al., 2008 ;
Hasanuzzaman et al., 2013b ; Fahad et al., 2017). Ainsi, une réduction de la photosynthése
(baisse de I’assimilation nette) et une diminution significative du taux de croissance ont été
observées chez le mais (Zea mais) et la canne a sucre (Saccharum officinarum L.) sous stress
thermique (Alscher et Hafeez, 2004 ; Wahid et Close, 2007). D’autre part, des températures
fortement élevées peuvent affecter le rendement et la reproduction de certaines plantes
cultivées, comme le riz, en induisant une réduction du nombre de pointes et du nombre de
fleurons par plante ou comme chez le sorgho, en réduisant le nombre de grains (Prasad ef al.,
2006 ; Fahad et al., 2016). De plus, la pollinisation peut étre affectée par la forte sensibilité des
antheres et pollens aux températures élevées a l'intérieur de la fleur. Chez les plantes pérennes,
I’exposition au stress thermique limite la production de fruits causée par des perturbations du
processus de pollinisation. Par exemple, chez les pommiers, les chaleurs intenses diminuent la
fermeté des fruits, alors que chez les citronniers, elles causent directement une abscission des

fruits (Hatfield et Prueger, 2015).

11.2.2.1.2. Réponses physiologiques

Le premier constituant cellulaire touché par le stress thermique est la membrane
plasmique. Les températures ¢levées affectent sévérement la fonction et la structure
membranaire en provoquant la dénaturation des protéines impliquées dans la thermostabilité de
la membrane et en conséquence des fuites d’électrolytes organiques ou inorganiques. Ces effets
ont ¢t¢ observés chez le soja et le pois chiche. Le systeme photosynthétique est également
touché par le stress thermique. Chez Agrostis stolonifera, il a ét€ montré que le photosysteme 11,
responsable du transport des électrons de la réaction lumineuse et la RuBisCO activase
intervenant dans le cycle de fixation de carbone, sont trés sensibles a la chaleur (Crafts-
Brandner et Salvucci, 2000 ; Heckathorn et al., 2002 ; Kaushal ef al., 2013). Tout comme chez
Phaseolus vulgaris et le pois chiche, les fortes températures induisent la formation de formes
réactives de I’oxygene (ROS) responsables de la dégradation des pigments photosynthétiques
et donc de ’activité photosynthétique (Petkova et al., 2007 ; Kumar et al., 2013).

Le stress thermique est également souvent associ¢ a une perte rapide d'eau a la surface

de la plante, entrainant une déshydratation (Koini et al., 2009). Cela est di a I'épuisement plus
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rapide de I'eau du sol (par évaporation) par augmentation de la température du sol et a la forte
transpiration de la plante (évapotranspiration). Le stress produit par des températures élevées
influe indirectement sur les ajustements osmotiques par une photosyntheése altérée (en
particulier les dommages au PSII), une respiration accrue, des potentiels osmotiques réduits et
une diminution des concentrations de sucres totaux chez Populus tremula (Hiive et al., 2006 ;

Prasad et al., 2008).

11.2.2.1.3. Transduction du signal

Grace a des mutants d'drabidopsis thaliana, les études sur la tolérance a la chaleur ont
mis au clair les voies de signalisation telles que la signalisation hormonale et les mécanismes
régulateurs (Larkindale et al., 2005 ; Sita et al., 2017) (Figure 10). Les plantes peuvent ressentir
meéme de légeres augmentations de température par la présence de mécanismes de détection au
sein de leurs membranes (Wise et al., 2004). Sous contrainte, a haute température, les
membranes présentent une augmentation de la fluidité qui est détectée par des capteurs
membranaires entrainant des changements conformationnels et des événements de
phosphorylation / déphosphorylation (Kaushal et al., 2016 ; Sehgal et al., 2016). Quatre
capteurs percoivent un stimulus thermique (Mittler ef al., 2012) comprenant les canaux Ca**
liés a la membrane plasmique chez Physcomitrella patens (Saidi et al., 2009), deux capteurs
protéiques dépliés chez Arabidopsis thaliana, un dans le réticulum endoplasmique (RE) (Deng
etal., 2011 ; Srivastava et al., 2014) et un autre dans le cytosol (Sugio et al., 2009) et un capteur
d'histone dans le noyau (Kumar et Wigge, 2010).

La plupart des études ont révélé que des augmentations modérées de température sont
détectées initialement par la membrane plasmique conduisant a l'activation des canaux a
calcium Ca*". Ce qui provoque I’influx de Ca®" dans les cellules activant la réponse au choc
thermique (HSP) (Bokszczanin et al., 2013). Ainsi, I’influx de Ca** est un important indicateur
du stress thermique et conduit a l'activation de plusieurs protéines kinases dépendantes du
calcium (CDPK) et des protéines de la famille des MAP kinases (MAPK) (Sangwan et al.,
2002).

Par ailleurs, une protéine, la calmoduline AtCaM3, assure la signalisation du stress
thermique chez Arabidopsis thaliana (Liu et al., 2008 ; Zhang et al., 2009). Elle induit divers
facteurs transcriptionnels tels que WRKY39 (Li et al., 2010) et les facteurs de transcription du
choc thermique (HSF) (Liu et al., 2011).
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Figure 10 : Diagramme représentant la transduction du signal lors d’un stress a haute température chez Arabidopsis
thaliana

H>0; : peroxyde d’hydrogene, NO : monoxyde d’azote, bZIP : facteur de transcription, MAPK : protéine kinase
activée par des agents mitogenes, HSP : protéine de choc thermique, HSF : facteur de transcription au choc
thermique, CDPK : protéines kinases dépendantes du calcium, NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide
phosphate, ROS : espéce réactive de I’oxygene, HK : histidine kinase, UPR : réponse au dépliement des protéines,
ER : réticulum endoplasmique, CAM3 : calmoduline, IP3. inositol triphosphate, PIPK : phosphatidylinositol
phosphate kinases, PA : Acide phospatidique

Source : Sita et al., 2017

Diverses phytohormones (acide abscissique (ABA), brassinostéroides, etc.) ainsi que de
nombreuses molécules de signalisation (oxyde nitrique, etc.) joueraient également un role
important dans la thermotolérance des plantes (Hasanuzzaman et al., 2013a ; Asthir, 2015). Les
effets interactifs de 'ABA et des osmolytes ont été étudiés chez le pois chiche. Et il a été
démontré que l’augmentation de la teneur en ABA en cas de forte chaleur, favorise
I’accumulation d’osmolytes impliqués dans la réponse aux stress oxydatifs (Kumar et

al., 2012). Des plants de Phragmites communis traités a 1'ABA ont présent¢ moins de
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dommages oxydatifs que leurs homologues non traités grice aux accrus en enzymes
antioxydantes, telles que la superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT), I’ascorbate
peroxydase (4PX) et la peroxydase (POX) (Ding et al., 2010).

Dans un environnement controlé, des températures ¢€levées de 35/25°C et 45/35°C
(jour / nuit et 12 h/ 12 h) appliquées a des plants de pois chiches ont entrainé une augmentation
des teneurs en composés antioxydants tels que le glutathion et la proline (Kumar ez al., 2011).
Chez ces plantes 1’application exogene de 2,5 mM d’ABA avec une variation de température
de 35/30°C, 40/35°C et 45/40°C (jour / nuit) favorise la croissance et réduit les dommages
oxydatifs (Kumar et al., 2012).

11.2.2.1.4. Réponses métaboliques

La proline et la glycine bétaine comptent parmi les principaux métabolites primaires
subissant une augmenation de teneur en réponse au stress thermique. De nombreuses especes
végétales accumulent également des osmolytes tels que des sucres alcools (polyols) (Bita et
Gerats, 2013). Cette accumulation sous contrainte thermique permettrait d’augmenter la
stabilité des protéines et celle de la structure de la membrane plasmique (Sung et al., 2003 ;
Mirzaei et al., 2012). Pour la plupart des plantes, I’augmentation de la température modifie
’activité des enzymes impliqués dans le métabolisme du carbone conduisant, pour certaines, a
l'accumulation d'amidon et a la synthése du saccharose ou a une diminution des teneurs en
sucres solubles pour d’autres (Ruan et al., 2010 ; Zhang et al., 2012 ; Duan et al., 2013). 11 faut
¢galement noter que ces variations de teneurs différent selon les organes de la plante (Marias et
al., 2017).

En conséquence, le role des sucres dans la réponse au stress thermique est mal compris
en raison de résultats contradictoires. Ainsi, lorsque leur teneur augmente en réponse au stress
thermique, les sucres semblent alors étre associés a la tolérance au stress thermique et peuvent
intervenir dans la réparation et la prévention des dommages. C’est le cas des feuilles et des
racines d’Agrotis spp., des feuilles d’Arabidopsis thaliana, de Nicotiana benthamia et de
certaines arbres forestiers (Liu et Huang, 2000 ; Sugio et al., 2009 ; Niinemets, 2010).

En revanche, la diminution de la teneur en ces métabolites semble étre une simple
conséquence de la réduction de I’assimilation de carbone par inhibition de la photosynthese, de
la conductance stomatique et/ou d’une utilisation accrue par la respiration, comme cela a été
montré dans les feuilles d’ Eucalyptus globulus (Zhang et al., 2012 ; Duan et al., 2013). Chez le

bl¢, le mais et la tomate, la chaleur a pour effet de réduire la synthése mais aussi le transport
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des glucides qui sont alors préférentiellement accumulés dans les organes végétatifs au
détriment des organes reproducteurs (Plaut ef al., 2004 ; Suwa et al., 2010 ; Zhou et al., 2017).

Les métabolites secondaires tels que les composés phénoliques (notamment les
flavonoides et les anthocyanes) et les stéroides interviennent de maniére significative dans les
réponses des plantes soumises au stress thermique et jouent un réle dans la tolérance a la chaleur
(Wahid, 2007). Ainsi, chez les plants de tomates, un stress thermique par la chaleur entraine
une accumulation de composés phénoliques solubles liée a une augmentation de I'activité
phénylalanine ammonia-lyase et une diminution de l'activité des peroxydases et des
polyphénols oxydases, favorisant vraisemblablement I'acclimatation a la chaleur (Rivero ef al.,
2001). Récemment, la comparaison du profil métabolique de génotypes de soja a révélé que des
composés antioxydants tels que les flavonoides, les phénylpropanoides, les tocophérols et
l'ascorbate étaient plus fortement représentés dans les génotypes tolérants a la chaleur

(Chebrolu et al., 2016).

I1.2.2.2.Le froid et le gel
Selon son intensité, le stress causé par de faibles températures peut étre divisé en deux
catégories :
e Un stress au froid di a une exposition des plantes a des températures allant de 0 a 10°C
e Un stress au gel di a une exposition a une température inférieure a 0°C
Comme nos travaux sont réalisés dans les pays tropicaux, les réponses au froid et au gel ne
seront pas détaillées dans ce manuscrit.
Le stress a basse température, froid ou au gel, inhibe diverses réactions métaboliques,
empéchant ainsi I'expression du potentiel génétique complet des plantes. La réponse des plantes

s'exprime par différents symptomes phénotypiques (Chinnusamy et al., 2007).

I1.2.3. Réponses au stress lumineux
Les plantes utilisent la lumi¢re comme source d'énergie et comme signal
environnemental important pour réguler leur croissance et leur développement. Ce phénomene
appelé « photomorphogenese » est souvent accompagné d’une forte intensité lumineuse
induisant des réponses au stress chez les plantes (Miiller-Xing et al., 2014).
Le rayonnement solaire est composé de trois types de rayons ultra-violets (UV) : UV-A
(315-400 nm), UV-B (280-315 nm) et UV-C (<280 nm). La couche d’ozone stratosphérique de

I’atmosphére absorbe les UV-C solaires (McKenzie et al., 2011). Le type de réponse au stress
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induit par la lumiére est déterminé par le taux de fluence’, le temps d'exposition et si les plantes
ont été acclimatées par une exposition antérieure a la lumicre. Aussi, les effets des UV-B sur

les plantes se ressentent au niveau morphologique et physiologique.

I1.2.3.1.Réponses morphologiques

Les changements morphologiques induits par les UV comprennent un épaississement
des feuilles, un raccourcissement des pétioles et des tiges, une ramification axillaire accrue et
des rapports racine/tige altérés (Robson et al., 2015). Chez I’orge, une exposition de 7 jours au
traitement UV/PAR (photosynthetically active radiation ou rayonnement photosynthétique
actif) a eu un impact sur la croissance foliaire (Klem et al., 2012). Une diminution de la hauteur
de la plante et de la biomasse a été notée chez Pisum sativum lors d’une exposition UV
(Alexieva et al., 2001). Castronuovo et ses collegues (2014) ont observé une réduction de la
croissance de plantules de tomates exposées a des UV-C. Chez I’arbrisseau Hippophae
rhamnoides, 1I’exposition aux UV-B entraine une régression de la surface foliaire et de la
biomasse et du rapport entre la partie racinaire et la partie aérienne (Yang et al., 2008). Des
¢tudes en chambre de culture sur plantes ligneuses comme 1’eucalyptus et I’acacia ont abouti

aux mémes résultats (Liu ef al., 2005).

I1.2.3.2.Réponses physiologiques

Comme la majorité des stress, les radiations UV entrainent une perturbation du
métabolisme de la plante et provoquent des Iésions oxydatives par la production de ROS
(Alexieva et al., 2001). En effet, les perturbations métaboliques et les altérations du transport
d'¢lectrons photosynthétiques ou de l'activité des NADPH-oxydases et des peroxydases
membranaires favorisent la génération de ROS sous UV-B (Jenkins, 2009 ; Hideg et al., 2013).
L'interférence du rayonnement UV-B avec la photosynthése de la plante est plus complexe. De
nombreuses études menées en serre et en environnement contrdlé ont montré que le
rayonnement UV-B peut altérer la photosynthese en affectant les photosystémes, les réactions
de phosphorylation, la structure des chloroplastes et 'activit¢ enzymatique (Allen ef al., 1998 ;
Zhou et al., 2007). Des ¢études sur Eucalyptus sp et Acacia sp ont montré une baisse de la
concentration totale en chlorophylle chez les individus placés dans un environnement riche en
UV indiquant la dégradation de pigments photosynthétiques en présence de fortes doses d’UV
(Liu et al., 2005).

5> Fluence ou taux de fluence : taux de rayonnement intégré dans le temps

25



I1 est a noter que I’application d’une faible dose de rayonnement UV-B peut déclencher
chez certaines espéces, une adaptation précoce qui permettrait de protéger les plantes des futurs
stress (Miiller-Xing et al., 2014). Ainsi, chez Arabidopsis thaliana, 1’application d’une faible
dose d’UV-B a entrainé des modifications de la morphologie et de I’expression génétique sans
provoquer des symptomes de stress, tout en favorisant son acclimatation (Hectors et al., 2007).
Par contre, une radiation élevée en UV-B, méme dans un court laps de temps, a provoqué
directement la destruction des protéines, des lipides membranaires et des pigments
chloroplastiques, a inhibé la photosynthése et la croissance et a endommagé I'ADN entrainant

la sénescence et la mort cellulaire (Miiller-Xing et al., 2014).

I1.2.3.3. Transduction du signal

Plusieurs voies de transduction du signal® de rayonnement UV ont été actualisés et sont
résumées sur la figure 11. Comme dans le cas des stress abiotiques ou biotiques, les UV
induisent une voie de signalisation passant par la cascade des protéines kinases impliquant plus
particuliecrement MKP1, MPK3 et MPK6 dont les rdles respectifs ont été identifiés chez
plusieurs mutants d 'Arabidopsis thaliana (Gonzalez Besteiro et al., 2011). Ils ont augmenté la
concentration en ROS qui ont, a leur tour, induit la production de phytohormones.

La voie de signalisation passant par un photorécepteur protéique, UV Resistance
Locus 8 (UVRS), est propre a la réponse aux UV et joue un role primordial dans le processus
de réponse photomorphogénique. La molécule de signalisation UVRS déclenche la mise en
place de la défense par I’accumulation de composés phénoliques (Jenkins, 2009 ; Hideg et al.,
2013). L’UVRS est ainsi impliqué dans la régulation de la plupart des génes de biosynthése des
flavonoides tels que la chalcone synthase (CHS), la chalcone isomérase (CHI) et la flavonol
synthase (FLSI) (Brown et Jenkins, , 2008).

Chez Arabidopsis thaliana, 11 a ét¢é montré¢ qu'UVRS interagit avec la protéine
constitutive photomorphogéniques 1 (COP1) pour activer HY5, un facteur de transcription
régulateur clé de la photomorphogenese impliqué dans 1’¢longation de 1’hypocotyle et la
synthese des flavonoides (Brown et al., 2005 ; Kaiserli et Jenkins, 2007). L’ UVRS est par contre
négativement régulé par un répresseur de photomorphogenese RUP (Gruber et al., 2010).
Ensemble, ces ¢léments interviennent dans la régulation de la morphologie des plantes sous

rayonnement UV-B et sont impliqués dans I’épaississement des feuilles, le raccourcissement

% Transduction du signal : mécanisme par lequel une cellule répond a I'information qu’elle regoit par des
agents chimiques ou autres signaux.
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des pétioles, I’enroulement et les altérations de la forme et de la largeur des feuilles entre autres

(Jansen, 2002 ; Yang et al., 2008 ; Klem et al., 2012).

I1.2.3.4.Réponses métaboliques

La réponse a de faibles doses d’UV-B se traduit par I’accumulation de composés
antioxydants tels que le glutathion, les phénylpropanoides, les flavonoides ou les pyroxidines
(Hideg et al., 2013). Ainsi, les anthocyanes, flavonoides et autres composés phénoliques ont
¢été synthétisés dans les feuilles de Pisum sativum et de Triticum aestivum en présence d’UV-B
(Alexieva et al., 2001). Ces composés agissent comme des écrans protecteurs pour les organites
sensibles aux UV tels que les chloroplastes et sont souvent accumulés dans les vacuoles des
cellules épidermiques et sous-épidermiques sous forme glycosylée (Emiliani et al, 2013 ;
Hectors et al., 2014). 1l est a noter que les feuilles de certains Acacia sp et Eucalyptus sp
s’enrichissent en caroténoides (violaxanthine, anthéraxanthine et z€axanthine) lors d’un stress

aux UV (Liu et al., 2005).
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Figure 11 : Modele simplifié montrant les différentes voies de transduction du signal de rayonnement UV dans les
plantes et la mémoire épigénétique conduisant a I’acclimatation ou a 1’adaptation

Source : Miiller-Xing et al., 2014

A : voie de signalisation des protéine kinase activée par des agents mitogenes (MPK), B : voie de signalisation des
UV Resistance Locus 8 (UVRS), C : voie de biosynthése des flavonoides, D : mémoire épigénérique, E : especes
réactive de I’oxygene et phytohormones, F : Dommage de I’ADN

27



I1.2.4. Notion de stress combiné ou stress multiple

En conditions naturelles de culture, les plantes sont généralement soumises a une
combinaison de stress abiotiques et biotiques qui affectent énormément leur croissance et leur
rendement (Prasad et al., 2006 ; Atkinson et al., 2011 ; Suzuki et al., 2014 ; Pandey et al., 2015).
La combinaison de stress ou « multistress » sur les plans physiologique et morphologique,
représente une menace beaucoup plus importante qu’un stress individuel pour la plante. En
conséquence, elle peut conduire a une réponse différente de celle observée lorsque les stress
sont appliqués individuellement (Mittler, 2006 ; Dreesen et al., 2012 ; Rollins et al., 2013). En
effet, les stratégies d’adaptation des plantes face a un stress multiple peuvent étre différentes de
celles qu’elles adoptent face a deux ou plusieurs contraintes individuelles (Pandey et al., 2015).
La plante congoit ce stress simultané comme un nouvel état de stress. L’exemple de Pandey et
ses collaborateurs (2015) sur la réponse moléculaire d’Arabidopsis thaliana, de Triticum
aestivum et de Solanum bicolor a des stress uniques (sécheresse ou chaleur) et leurs
combinaisons en est une belle illustration. Il a permis de montrer que la réponse génomique est
variable en fonction de chaque espece et que la réponse combinée est différente de la réponse
unique (Figure 12). D’autres observations ont confirmé cette variabilité de réponse. Ainsi, chez
Pisum sativum, 1’application d’un stress UV a affecté beaucoup plus la croissance de la plante
qu’un stress sécheresse ou un stress combiné « sécheresse et radiations UV » alors qu’il est
apparu qu’un stress combiné « chaleur et sécheresse » affectait plus sévérement un certain
nombre de processus physiologiques que les deux contraintes appliquées séparément (Alexieva
et al., 2001). Par ailleurs, Rizhsky et ses collaborateurs (2002) ont rapporté que l'activité
photosynthétique des plants de Nicotiana tabacum exposés simultanément a la chaleur et a la
sécheresse avait remarquablement diminué par rapport a celle enregistrée lors de 1’application
de stress individuels.

Pris dans leur ensemble, ces travaux semblent indiquer que prévoir la réponse d’une
plante et son adaptabilité face aux changements climatiques ne peut étre réalisée qu’en étudiant
son comportement sur le terrain, en la soumettant a des conditions de culture dans lesquelles
les parametres climatiques présentent des caractéristiques contrastées. Les résultats obtenus en
conditions controlées avec un ou plusieurs variables du climat ne semblent pas pouvoir étre

extrapolés aux conditions de culture en plein champ.
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Figure 12 : Représentation de la réponse transcriptionnelle d’Arabidopsis thaliana, Triticum aestivum et Solanum
bicolor aux stress chaleur et sécheresse, appliqués de maniére individuelle ou combinée
Source : Pandey ef al., 2015

III. Caféiers et changement climatique

Jusqu’a ce jour, seules des études in silico’ de prédiction des zones futures de culture
des caféiers ont été effectuées en tenant compte des changements climatiques attendus (Davis
et al., 2012 ; Baca et al., 2014 ; Bunn et al., 2014 ; Bunn et al., 2015 ; Magrach et Ghazoul,
2015 ; Ovalle-Rivera et al., 2015). En ce qui concerne les travaux réalisés in vivo, en conditions
controlées ou au champ, ils ont analysé la réponse des caféiers face a la modification d’un ou
de deux stress abiotiques. Ces recherches entreprises dans les années 2000, pour la plupart, ont
essentiellement étudié les effets de la sécheresse, de la température (chaleur ou froid) et de la
lumiére sur la croissance et I’activité photosynthétique des caféiers.

Ainsi, des investigations ont été menéces sur la tolérance de Coffea canephora a la
sécheresse au travers de 1’étude des flux d’eau et des modifications de la surface foliaire en

2003, puis de I’architecture et du rendement des arbres ainsi que de la qualité des grains

7 La méthode in silico : les méthodes de simulation ou modélisation d’un phénoméne biologique a l'aide
d’outils informatiques
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en 2004 (DaMatta et al., 2003 ; DaMatta, 2004b). A la méme année, ces auteurs ont €¢galement
analysé I’effet de I’ombrage sur la production de café. Pinheiro et ses collaborateurs (2004), ont
¢tudié la tolérance de C. canephora a la sécheresse au travers des données morphologiques et
des mesures de [I’activité photosynthétique. En 2006, les effets de deux facteurs
environnementaux, la température et la sécheresse sur la photosynthese, le stress oxydatif et le
rendement des caféiers ont été observés pour la premiére fois (DaMatta et Ramalho, 2006) et
Ramalho et ses collegues (2014) ont démontré 1’effet du froid sur les caféiers.

Par ailleurs, de nombreux travaux ont rapporté les impacts des conditions environnementales
sur la diversité biochimique des grains, sachant que la composition en métabolites influe
fortement sur la qualit¢ du café. Et les variations de I’altitude et de I’ombrage ont été
particuliérement étudiées (Vaast et al., 2006 ; Dussert et al., 2008 ; Bertrand et al., 2008).
Dans I’ensemble, la majorité des études réalisées avant 2010 sur la réponse des caféiers aux
variations environnementales ont été focalisées sur la morphologie, la physiologie, la croissance
et la productivité de la plante entiere et sur la composition biochimique des fruits. Ce n’est qu’a
partir de 2010 que des analyses biochimiques, différentes de celles sur le métabolisme carboné
et sur les pigments photosynthétiques, ont été réalisées sur les feuilles. Pourtant, les feuilles
sont présentes sur I’arbre tout au long de I’année et jouent donc un réle majeur dans la
perception des conditions environnementales déclenchant la mise en place des mécanismes
adaptatifs. Fortunato et ses collaborateurs (2010) ont été les premiers a étudier les réponses au
froid sur les plans biochimique (tocophérols, acides caféiques et chlorogéniques) et
moléculaire. Ensuite, les travaux de Martins et ses collaborateurs (2014) ont montré
I’importance des composés phénoliques, particulierement les flavonoides, dans la réponse a
I’intensité lumineuse chez C. arabica. Alors que les feuilles de caféier sont trés riches en
composé€s phénoliques tels que les acides chlorogéniques (3-CQA, 4-CQA, 5-CQA, 3,4-diCQ,
3,5-diCQ, 4,5-diCQ) et les xanthones (mangiférine) (Tableau 2), il semble que les flavonoides,
notamment la rutine, soient impliqués dans la réponse des feuilles a la lumicre en conditions
naturelles ou en conditions contrélées (Campa ef al., 2017). Parmi les métabolites secondaires,
les composés phénoliques apparaissent alors comme des composés intéressants a étudier chez
les caféiers dans le cadre de la réponse adaptative de ces plantes aux changements
environnementaux. La voie de biosynthese de ces composés est constituée d’une voie commune
a tous les composés phénoliques, appelée voie des phénylpropanoides, qui se divise ensuite en
une voie conduisant a la biosynthése des lignines et en une autre menant aux flavonoides. La

voie de biosynthése des xanthones est encore non décrite chez les caféiers.
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Tableau 2 : Teneurs en composés phénoliques, exprimées en pourcentage de maticre séche, dans des feuilles
matures de C. arabica var. laurina et C. canephora
Source : Campa et al., 2012

Composé C. arabica C. canephora
3-CQA 0,098 0,169
4-CQA 0,256 0,220
5-CQA 3,231 1,305
3,4- diCQ 0,053 0,095
3,5- diCQ 0,171 0,209
4,5- diCQ 0,036 0,065
FQA 0,116 0,064
Mangiférine 0,566 0,000

Les phénylpropanoides dérivent de 1’acide aminé phénylalanine par désamination a
I’enzyme phénylalanine ammonia-lyase (PAL ; EC: 4.3.1.5) afin de donner de ’acide #-
cinnamique ou cinnamate. La PAL est I’enzyme reliant le métabolisme primaire du shikimate,
conduisant aux acides aminés aromatiques et le métabolisme secondaire des phénylpropanoides
(Hoffmann, 2003). Chez les caféiers comme chez Arabidopsis, les isoformes® de la PAL sont
codées par 4 genes (Fraser et Chapple, 2011 ; Lepelley et al., 2012).

L’acide t-cinnamique est un précurseur de 1’acide salicylique et des coumarines. En effet,
I’acide #-cinnamique subit une hydroxylation catalysée par la cinnamate 4-hydroxylase (C4H ;
EC: 1.14.13.11) pour donner I’acide p-coumarique ou coumarate. Cette enzyme est une
monooxygénase de la famille des cytochromes P450 (CYP450). Un (01) seul géne C4H a été
isolé chez Arabidopsis thaliana tandis que quatre (04) génes ont été décrits chez les caféiers
(Raes et al., 2003). L’acide p-coumarique est ensuite transformé en thioester de coenzyme A,
en p-coumaroyl CoA ou 4-coumaroyl CoA par I’enzyme 4-coumarate CoA ligase (4CL ;
EC:6.2.1.12). La 4CL est codée par plusieurs génes. Au moins quatre (04) sont connus chez
Arabidopsis (Fraser et Chapple, 2011) alors que dix (10) ont été identifiés chez le caféier. Dans
les plantes supérieures, le p-coumaroyl CoA représente le point de départ de la biosynthése de
la plupart des composés phénoliques (Vogt, 2010). Et la voie de biosynthése menant aux
proanthocyanidines, tanins et flavonoides diverge de celle des lignines au niveau de ce composé

(Winkel-Shirley, 2001).

8 Isoforme (protéine) : différente forme que prend une protéine lorsqu’elle est issue de génes différents, ou
du méme geéne par épissage alternatif
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Rinaldi et ses collaborateurs (2016) ont rassemblé les résultats des recherches effectuées
sur de nombreuses especes végétales et ont proposé la voie de biosynthése présentée dans la
figure 13. Cette voie débute par une estérification en présence de shikimate/quinate
hydroxycinnamoyl transférase (HCT/HQT ; EC: 2.3.1. 133) qui permet le transfert du
shikimate ou du quinate sur la p-coumaroyl CoA (Hoffmann, 2003). Cette estérification est
suivie d’une hydroxylation en 3’ du p-coumaroyl shikimate/quinate par la p-coumaroyl
shikimate 3’-hydroxylase (C3’H) pour former le caféoyl shikimate/quinate (Vermerris et
Nicholson, 2007). Ces molécules sont alors désestérifiées par la HCT/HQT pour redonner le
caféoyl CoA, molécule indispensable pour la synthése des lignines. Chez les caféiers, ces deux
(02) enzymes sont codées par deux (02) geénes et la voie du caféoyl-quinate est fortement
exprimée par rapport a celle du caféoyl-shikimate (Mahesh et al., 2007 ; Denoeud et al., 2014).

La p-coumaroyl shikimate 3’-hydroxylase (C3'H ; EC : 1.14. 13.36) est la deuxiéme des
trois P450 identifiées dans cette voie et fait partie de la famille des CYP98 (CYP98A3 chez
Arabidopsis) (Vermerris et Nicholson, 2007).

Le caféoyl CoA subit ensuite un transfert de méthyle catalysé par la caféoyl CoA3-O-
méthyltransférase (CCoAOMT ; EC: 2.1.1.104) pour donner le féruloyl CoA. Chez
Arabidopsis, la CCoAOMT a sept (07) homologues mais un (01) seul a été confirmée (Raes et
al., 2003 ; Sibout et al., 2005) tandis que chez les caféiers trois (03) génes homologues® ont été
identifiés. La cinnamoyl-CoA réductase (CCR ; EC: 1.2.1.44) catalyse la synthése des
hydroxycinnamaldéhydes a partir des thioesters d’hydroxycinnamoyl CoA. Le premier ADNc
codant pour la CCR a été cloné a partir d'Eucalyptus et plusieurs autres études ont identifié¢ des
genes CCR dans le tabac et le mais (Hoffmann, 2003). Deux (02) ADNc¢ de CCR d'Arabidopsis
ont été également caractérisés et les séquences protéiques qu’ils ont codé (AtCCR1 et AtCCR?2)
ont été retrouvés identiques a plus de 80%. Les études cinétiques de AtCCR1 et AtCCR2 ont
montré que les deux (02) protéines ont une affinité plus forte pour la féruloyl-CoA et plus faible
pour le sinapoyl-CoA et le caféoyl-CoA (Lauvergeat et al., 2001).

La férulate 5-hydroxylase (F5H) est la troisitme CYP450 impliquée dans le
métabolisme des phénylpropanoides et elle catalyse I’hydroxylation du coniferaldéhyde et de
I’alcool  coniférylique pour produire le 5-hydroxyconiféraldéhyde et [I’alcool 5-
hydroxyconiféryl respectivement. L’acide caféique O-méthyltransférase (COMT ; EC:

2.1.1.68) est responsable de plusieurs méthylations dans la voie de biosynthése des

° Génes homologues : génes qui divergent a partir d’une séquence ancétre commune
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phénylpropanoides, allant des acides hydroxycinnamiques libres jusqu’aux précurseurs
d’alcool de lignine S par méthylation de 5-hydroxyconiféraldéhyde et de I’alcool 5-
hydroxyconiférylique. Chez le caféier, quatre (04) genes ont été codés pour cette protéine. La
cinnamoyl alcool déshydrogénase (CAD ; EC : 1.1.1.195) catalyse, en présence de NADPH,
I’étape finale de synthése des monomeéres de lignine a partir du coniférylaldéhyde et du
sinapaldéhyde pour obtenir des monolignols d’alcool coniférylique et de 1’alcool sinapylique
respectivement. Neuf (09) homologues de CAD ont été identifiés chez Arabidopsis contre sept

chez le caféier.
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Figure 13 : Représentation schématique de la voie de biosynthése de la lignine
Source : Rinaldi ef al., 2016
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La synthese des flavonoides commence avec la condensation d’une molécule de 4-
coumaroyl CoA et de trois malonyl-CoA afin de donner la naringénine chalcone ou 2°,4,4°,6’-
tetrahydroxychalcone (Figure 14). Cette réaction est catalysée par la chalcone synthase (CHS ;
EC : 2.3.1.74). Chez Arabidopsis, une (01) seule copie de géne a été trouvée contre dix (10)
homologues chez la canne a sucre (Dzialo et al., 2017) et trois (03) chez les caféiers.

La naringénine chalcone est ensuite isomérisée en naringénine par la chalcone isomérase (CHI
; EC : 5.5.1.6). Deux (02) isoformes ont été identifiés chez Arabidopsis (Saito ef al., 2013) et
deux (02) génes homologues ont été trouvés chez le caféier. La flavanone hydroxylase (F3H ;
EC : 1.14.11.9) catalyse la transformation de la naringénine en dihydrokaempférol (DHK).
Chez les caféiers, cinq (05) homologues de F3H ont été identifiés mais un (01) seul chez
Arabidopsis et le pamplemousse (Lucheta et al., 2007). Le dihydrokaempférol peut étre alors
hydroxylé soit en position 3’ par le flavonoide 3’-hydroxylase (F3’H ; EC : 1.14.13.21) soit en
positions 3’ et 5’ par le flavonoide 3°,5’-hydroxylase (F3’5°’H ; EC : 1.14.13.88) pour former
respectivement la dihydroquercétine (DHQ) et la dihydromyricétine. Les dihydroflavonols
ainsi formés sont a la base de la différenciation des anthocyanes existant chez les plantes. Chez
Arabidopsis, un (01) seul homologue de F3°H a été noté contre cing (05) chez les caféiers (Saito
et al, 2013). La DFR (EC : 1.1.1.219) catalyse la réduction stéréospécifique des
dihydroflavonols en leucoanthocyanidines ou flavan-3,4-diols en utilisant le NADPH comme
cofacteur. Et un (01) seul homologue a été observé chez Arabidopsis contre cing (05) chez les
caféiers (Saito et al, 2013). Les Ileucoanthocyanidines peuvent donner des
proanthocyanidines par deux voies : soit par 1’anthocyanidine synthase, soit par la
leucoanthocyanidine réductase. L’anthocyanidine synthase (ANS ; EC : 1.14.11.19) (appelée
¢galement leucoanthocyanidine dioxygénase, LDOX) oxyde les leucoanthocyanidines en
anthocyanidines, composés précurseurs des anthocyanes et des proanthocyanidines par la voie
des épicatéchines. L’anthocyanidine réductase (ANR ; EC : 1.3.1.77) est responsable de la
synthése des ¢épicatéchines a partir des anthocyanidines (Xie et al, 2003). Les
leucoanthocyanidines sont réduites en catéchine grace a la leucoanthocyanidine réductase
(LAR) pour donner ensuite les proanthocyanidines. La favonol synthase (FLS ; EC : 1.14.11.23)
est directement responsable de la biosynthése des flavonols (kaempférol, quercétine,
myricétine). Deux (02) homologues de FLS ont été identifiés chez Arabidopsis contre quatre
(04) chez les caféiers (Saito et al, 2013). L'enzyme UDP-glucose : flavonoide 3-O-
glucosyltransférase (F3GT ; EC : 2.4.1.91) est responsable du transfert de la fraction glucose
de 'UDP-glucose au groupe hydroxyle en position 3 de I'anneau C. Chez Arabidopsis, un (01)
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seul homologue a été identifi¢ contre cinq (05) chez les caf€iers (Saito et al., 2013). La flavonol-
3-O-glucoside L-rhamnosyltransférase (F3RT ; EC : 2.4.1.159) est une enzyme qui catalyse
I’ajout d’un rhamnose sur un flavonoide glycosylé. Un (01) seul homologue a été noté chez

Arabidopsis alors que douze (12) ont été identifiés chez les caféiers (Saito et al., 2013).
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Figure 14 : Schéma représentant les différentes branches de la voie de biosynthese des flavonoides d’aprés une
étude sur plusieurs espéces

Source : Winkel-Shirley, 2001

C4H : cinnamate-4-hydroxylase, CHI : chalcone isomérase, CHR : chalcone réductase, CHS : chalcone synthase,
4CL : 4-coumaroyl : CoA-ligase, DFR : dihydroflavonol 4-réductase, DMID 7,2’-dihydroxy, 4’-
méthoxyisoflavanol déshydratase, F3H : flavanone 3-hydroxylase, FSI et FSII : flavone synthase, F3’H :
flavonoide 3’hydroxylase ou F3’5’H : flavonoide 3’5’ hydroxylase, IOMT : isoflavone O-methyltransférase, [IFR
: isoflavone réductase, 12°H : isoflavone 2’-hydroxylase, IFS : isoflavone synthase, LDOX : Leucoanthocyanidine
dioxygénase ou ANS : anthocyanidine synthase, LCR : Leucoanthocyanidine réductase, OMT : O-
methyltransférase, PAL : Phe ammonia-lyase, RT : rhamnosyl transférase, STS : stilbéne synthase, UFGT :
UDPGflavonoid glucosyl transférase, et VR : véstitone réductase.
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MATERIEL ET METHODES




I. Le dispositif expérimental au Mexique

Un dispositif altitudinal en plein champ a été installé a Xalapa (Veracruz, Mexique)
depuis 2013 afin de mimer différentes conditions climatiques (Figure 15). La premicre parcelle
(Colpos) est localisée a 650 m dans la municipalité de Cordoba (18 © 51"22"N 96 ° 51'38 " W),
la deuxiéme (Roma) a été placée dans une ferme privée nommée « Finca Roma » a 1050 m,
dans la municipalité de Emiliano Zapata (19 © 27'54"N 96 °© 52'49 " W), et la dernicre station a
1250 m (19 © 23'42"N 97 °© 00'03 " W) a été disposée a I’Institut National de Recherche
Foresticre, Agricole et de I’Elevage (INIFAP). La moiti¢ de chaque site a été¢ équipée d’une
toile d’ombrage excluant 50% de la lumiere afin de mimer les effets de 1’agroforesterie. Les
différentes variétés de C. arabica ont été plantées aléatoirement, mais le motif a été répété a
I’identique sur les 3 parcelles. L’espéce C. canephora var. Nemaya marque la séparation des

motifs ombragés et ensoleillés.
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Figure 15 : Plan d’une parcelle expérimentale du dispositif altitudinal installé au Mexique, région de Xalapa
(Veracruz, Mexique).

La partie vert clair représente la parcelle ensoleillée et la partie vert foncé la zone ombragée de culture de C.
arabica. Les 2 parcelles sont séparées par 3 rangées de 8 plants de C. canephora (Ne) Les variétés C. arabica : G
: Greffé (Marsellesa / Nemaya) (rose clair) ; G.I : Greffé (var. Marsellesa / var. Nemaya) Introgressé'? ; H (rose) :
hybride (violet clair) ; H.I : Hybride Introgressé (violet) ; M : var. Marsellesa (bleu clair) , M.I : var. Marsellesa
Introgressé (bleu) ; S : Sarchimor (jaune) ; S.I : Sarchimor Introgressé (orange).

10 L'introgression est un terme de la génétique désignant le transfert de génes d'une espéce au pool génétique d'une autre aprés une 3 6
hybridation suivie de rétrocroisements répétés avec I'une des espéces parentes. https://www.futura-

sciences.com/sante/definitions/genetique-introgression-14399/



II. Zone de collecte a Madagascar

Dans le village d’Ambatolohamena (S 18°59'38.8" ; E 46°40'37.1"), commune
Analavory, Région Itasy, la caféiculture est basée sur C. arabica. Dans cette région, la culture
des caféiers est pratiquée avec ou sans irrigation et 1’irrigation ne se fait pas tout au long de
I’année mais durant la saison séche (Mai-Septembre). La culture d’Arabica sur les Hautes
Terres résulte de plusieurs projets de propagation de I’espece. Ainsi, ces dernieéres années,
plusieurs variétés de C. arabica ont été distribuées dans cette zone sans tragabilité. Le nom de
la variété utilisée dans ce travail ne nous a pas été communiqué et les tentatives d’identification

de la variété ont été infructueuses.

II1.La collecte des données météorologiques

Au Mexique, les données météorologiques ont été mesurées par des appareils installés
sur chaque site : la température de I’air et I’humidité relative ont été enregistrées via « CS215
Campbell Scientific », le rayonnement solaire utilisant le « SP1110 Skye Instruments » et les
précipitations par le « tipping bucket rain gauge ARG100 ». Ces données ont été enregistrées
toutes les minutes puis compactées en heure en utilisant un data logger (model 21X, Campbell
134 Scientific Ltd, Shepshed, UK).

A Madagascar, le service météorologique d’ Antananarivo n’a pu nous fournir que les
données de température et de précipitation grace a une station localisée a Antananarivo ville,
antenne la plus proche (86 km a vol d’oiseau). De ce fait, les données météorologiques de

Madagascar n’ont pas été utilisées pour cette ¢tude.

IV.Matériel végétal
Deux provenances de caféiers ont été considérées : Mexique et Madagascar.
Au Mexique, deux especes ont été utilis€ées pour ce travail :
o C(Coffea arabica var. Marsellesa (C. arabica pied franc et C. arabica greffé sur Coffea
canephora var. Nemaya)

e Coffea canephora var. Nemaya

Coffea arabica var. Marsellesa est une variété résistante a la rouille orangée (Hemileia
vastatrix). Coffea canephora var. Nemaya est une variété résistante aux nématodes du genre

Meloidogyne sp et sélectionnée comme porte-greffe pour cette raison.
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Les caf€iers étaient agés de 13 mois lors de la transplantation sur le dispositif
expérimental. Tous les individus ont été plantés a la méme période et ont donc le méme age.
A Madagascar, la variété de C. arabica étudiée a été plantée en 2007 pour un projet comparant
la culture avec ou sans irrigation. Une variété que nous avons surnommée « C. arabica

malgache » lors de cette étude.

V. Méthodologie de collecte et de conservation des feuilles

Les collectes ont été réalisées (une fois par an) a des saisons différentes afin d’obtenir
le plus de variabilité climatique possible (2014-2016). La premicre récolte a été effectuée en
avril 2014, sur des plantes dgées d’un an ; la deuxiéme a ¢été faite en juin 2015 et la dernicre
récolte en septembre 2016. Il est a souligner que la fructification des caféiers se fait apres trois

années de croissance végétative et par conséquent n’interfére pas avec les périodes de récoltes.

Deux stades de croissance de feuilles ont été considérés : les feuilles trés jeunes
(localisées au niveau du premier nceud a partir de I’apex) et les feuilles matures (localisées au

niveau du troisiéme nceud a partir de 1’apex) (Figure 16).

feuille trés jeune

feuille mature

Figure 16 : Aspect des différents stades de feuilles de caféiers récoltés

Le nombre de récoltes a été vari¢ en fonction des caféiers étudiés. Cependant, la
méthodologie de récolte a été la méme. L heure de collecte, le nombre d’individus et le nombre

de feuilles prélevées different en fonction des analyses a effectuer (Tableau 3).
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Tableau 3 : Résumé des nombres de feuilles et d’individus étudiés par caféiers et selon les conditions de culture
en fonction des analyses. Nb. ind : Nombre d’individus récolté a chaque altitude ou station; Nb. feuilles/ind :
Nombre de feuilles prelevées par individu ; H : Heure de récolte apres le lever du soleil.

Analvses Caféiers étudiés Stade Nb. ind/ Nb. h
y Conditions de culture Altitude | feuilles/ind
C. arabica var. Marsellesa pieds francs
(PF) et greffé (GR) en plein soleil
Morphologiques Mature 5 10 -
C. arabica var. Marsellesa sous-
ombrage
C. arabica var. Marsellesa pieds francs
(PF) et greffé (GR) en plein soleil
C. arabica var. Marsellesa sous- Tuvénile
Biochimiques ombrage Mature 5 5 4a6h
C. canephora var. Nemaya
C. arabica malgache
C. arabica var. Marsellesa pieds francs
Transcriptomiques (PF) et greffé (GR) en plein soleil Juvénile 3 3 2a4h
Mature
C. arabica var. Marsellesa sous-ombrage

Pour les études morphologiques, dix (10) feuilles matures prélevées sur cing (05)
individus de chaque caf€ier étudi¢ (C. arabica var Marsellesa greffé ou non), soumis aux
mémes conditions (sous ombrage, plein soleil), ont ét€ mesurées.

Pour les analyses biochimiques, cinq (05) feuilles de chaque stade (mature, juvénile) ont
été prises sur cinq (05) individus de chaque caféier étudi¢ (C. arabica var Marsellesa greffé ou
non, C. canephora, C. arabica malgache), soumis aux mémes conditions (sous ombrage, plein
soleil, irrigué ou non).

Pour les études transcriptomiques, trois (03) feuilles de chaque stade (mature, juvénile)
prises sur trois (03) individus de chaque caféier étudié¢ (C. arabica var Marsellesa greffé ou
non), soumis aux mémes conditions (sous ombrage, plein soleil), ont été analysées.

Les feuilles prélevées pendant les récoltes sont celles qui sont tournées vers 1’Est ou
celles qui ont été exposées au soleil.

Les feuilles matures de C. arabica var. Marsellesa ont été récoltées durant les trois ans
d’étude. Les feuilles juvéniles ont été récoltées durant ’année 2015 sur cinq (05) caféiers

cultivés a la station intermédiaire. Et a la méme année, ont été prises les feuilles matures
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¢tudiées pour les effets de I’ombrage et les effets du greffage, aux deux altitudes extrémes et
sur les trois altitudes respectivement.

Les feuilles matures de C. canephora var. Nemaya ont été récoltées en 2015 et 2016 aux
trois stations.

Les feuilles matures de C. arabica malgaches ont été récoltées en février 2018 sur des
individus cultivés sur des parcelles irrigués ou non.

Apres la récolte, les feuilles ont été directement plongées dans 1’azote liquide et
transportées jusqu’au laboratoire (Institut de I’Ecologie (INECOL) ; Laboratoire de Biologie
Moléculaire d’ Ambatobe (LBM) pour étre conservées a -80°C.

Les analyses transcriptomiques ont ¢té réalisées uniquement sur C. arabica var.

Marsellesa si les études biochimiques ont été étendues sur toutes les caféiers étudiés.

VI. Mesures morphologiques

Sur chaque parcelle et pour chaque individu, trois parametres d’évaluation de la
croissance des arbres ont été retenus et mesurés avant chaque récolte : la hauteur totale de la
plante (cm), le diamétre (cm) du tronc de la plante au collet et le nombre d’entre-nceuds sur la
tige principale.

Les tailles des feuilles matures ont été également relevées au moment de la récolte
notamment la longueur (mm) et la largeur des feuilles (mm).

Pour les comparaisons de la croissance foliaire entre caféiers cultivés a I’ombre et au
soleil, les évaluations de la masse séche des feuilles et du nombre de stomates ont été réalisée.
Aucune grandeur morphologique n’a ét¢ mesurée sur C. canephora au Mexique et sur C.

arabica cultivé a Madagascar.

VII. Les analyses biochimiques

Les feuilles en provenance du Mexique ont été lyophilisées sur place, puis envoyées a
Montpellier (France) pour étre analysées a I’Institut de Recherche pour le Développement
(IRD - Montpellier).

Les feuilles en provenance de Madagascar ont été lyophilisées au Laboratoire de
Biologie Moléculaire d’ Ambatobe puis envoyées a I’ IRD-Montpellier pour analyse, en suivant
le protocole NAGOYA.

Les feuilles lyophilisées d’origine mexicaine et malgache sont pulvérisées
mécaniquement a I’aide d’un broyeur IKA A10 puis conservées a I’abri de I’humidité et de la

lumiére solaire en attendant d’étre préparées pour les analyses.
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Apres extraction des composés contenus dans les feuilles de provenance mexicaine ou
malgache, deux types d’analyses biochimiques ont été réalisés : une analyse quantitative par

HPLC et une identification par LC-MS.

VII.1.1. Extraction des composés phénoliques

Les composés phénoliques sont extraits a partir de 25mg de poudre de feuilles mises en
suspension dans 6 mL de solvant d’extraction (méthanol/eau : 80/20). Dix (10) uL d’étalon
interne (5-Methoxyflavone a 1 mg/mL) sont ajoutés dans chaque tube contenant la mixture. Les
tubes sont ensuite agités sur un agitateur sur plaque (Rotamax 120, Heidolph), placé dans une
chambre froide (4°C) et a I’obscurité, pendant 3 heures, a une vitesse de 250 rpm. Apres cette
¢tape, les tubes sont centrifugés pendant 10 minutes a 3500 rpm a 8°C. Le surnageant est
récupéré, puis filtré sur un filtre millipore (porosité de 0,2 um). Le volume du filtrat est divisé
en deux : une partie est gardée dans un tube pour I’analyse HPLC et I’autre partie est conservée.
L’ensemble est placé au congélateur (-20°C) en attendant son analyse. Trois répétitions

techniques'! ont été réalisées pour chaque individu.

VII.1.2. Analyse biochimique quantitative
VII.1.2.1.Préparation des standards
Pour chaque standard, différentes dilutions (25, 50, 75, 100 pg/mL) ont été réalisées a
partir d’une solution mere a 1 mg/mL. Les composés de référence utilisé€s sont : la théophylline,
la théobromine, le 5-CQA, la caféine, I’acide caféique, la mangiférine, 1’épigallocatéchine, le
3,5-diCQ, la rutine, la quercétine 3,4-di-O-glucoside, le kaempférol glucoside. Le 5-

méthoxyflavone est ajouté comme standard interne.

VII.1.2.2.Caractéristiques de ’appareil chromatographique et dosage
Le dosage du matériel végétal a été¢ réalisé en HPLC phase inverse sur un
chromatographe Shimadzu LC 20 (Japan) muni d’une double pompe, d’un injecteur
automatique, d’un détecteur a barrettes de diodes (DAD) et d’une colonne Eclipse XDB C18
(3.5 um) de dimension 100 mm x 4.6 mm. La colonne est composée d’octadécylsilane greffée

chimiquement a des microparticules de silice poreuse de 1,5 a 10 pm de diamétre et disposée

11 Répétition techniques ou réplicats techniques : mesure réalisée sur le méme échantillon
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dans un four permettant de maintenir la température constante (27°C) pendant la séparation. La
pression lors de 1’analyse est de I’ordre de 900 a 1100 psi.

Dix (10) uL d’extrait sont analysés a un débit de 0,6 mL/min en utilisant un gradient de
solvant B dans A dont les proportions sont résumées dans le tableau 4. Le solvant A est constitué
d’un mélange d’H,O et d’acide acétique (98/2 ; v/v), et le solvant B est un mélange

d’H>O/MeOH/acide acétique (5/90/5, v/v/v).

Tableau 4 : Gradient de concentration des solvants A et B lors d’un dosage HPLC

Temps (min)| [B]%
0 15
1 25
4 25
5 32
7 32
8 35
10 35
11 58
13 58
14 62
15 62
16 64
17 64
18 80
20 80
21 15
26 15

VII.1.2.3.Analyse des données
L’enregistrement des spectres d’absorption a été réalisé sur trois longueurs d’onde
différentes pour détecter les alcaloides et les trois groupes de composés phénoliques en fonction
de leurs maxima d’absorption. Les alcaloides (théobromine et caféine) ainsi que les flavanols
(catéchine et épicatéchine) sont observés a 280 nm. Les esters d’acide hydroxycinnamique

absorbent a 320 nm et les flavonols glycosylés et les xanthones sont observables a 360 nm.

VII.1.2.4.Méthode de calcul des concentrations en composés
Les aires de pics correspondant a chaque composé ont été enregistrées et transformées

en concentration (exprimées en pourcentage de matiere séche) en utilisant les courbes
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d’étalonnage réalisées avec les solutions standards. La courbe d’étalonnage est déterminée a
partir des différentes dilutions de chaque standard (25, 50, 75, 100 pg/mL).

Pour les composés dont on ne disposait pas de témoin, leurs teneurs ont été exprimées en
équivalent du composé de méme famille et pour lequel une gamme étalon a été établie. Ainsi,
les teneurs en 3-CQA, 4-CQA et FQA ont été calculées par rapport a la courbe d’étalonnage de
5-CQA, les dérivés de mangiférine en fonction de celle de la mangiférine, et les flavonols

glycosylés en comparaison avec celle de la quercétine 3,4-di-O-glucoside.

VII.1.3. Annotations des composés par LC-MS

« LC-MS » est une chromatographie liquide couplée a la spectrométrie de masse. Les
analyses UHPLC-DAD-ESI/QTOF ont été effectuées sur un systéme Agilent Infinity ® 1290
(Agilent Technoligies, Santa Clara, Etats-Unis) couplé a un UV/vis DAD et équipé d’un
détecteur QTOP 6530 (Agilent) contrdlé par le logiciel MassHunter ® (Agilent). La séparation
analytique a été réalisée sur une colonne Poroshell ® 120 EC-C12 (100 mm * 3,0 mm, 2,7 pm)
¢quipée d’une pré-colonne Poroshell ® 20 EC-C18 (5 mm™* 3,0 mm, 2,7 um). Un gradient de
0,4% d’acide formique dans 1’eau (A) et d’acétronitrile (B) a été utilisé selon le tableau 5. Un
contrdle qualité des analyses a été réalisé utilisant un mélange de méme volume pour tous les
extraits phénoliques.

Le débit de I’¢luant et la température de la colonne ont été fixés a 1 mL/min et 60°C
respectivement. Un total de 2,0 uL d’échantillon a été injecté. La source ESI a été optimisée
comme suit pour les modes d’ionisation positive et négative : mode acquisition « Auto
MSMS », spectre de balayage de m/z 50 a 2000, tension capillaire de 3,5 kV, tension de buse
2000V, fragmenteur a 110 V et énergie de dissociation induite de 20 eV. De I’azote a été utilisé
comme gaz de nébulisation avec un débit de 12 L/min et une température 310 °C a 40 psi.

Chaque pic de composé séparé par chromatographie liquide est couplé a plusieurs
données spectrales : la formule brute, un spectre de masse et un spectre UV qui facilitent

[’annotation
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Tableau 5 : Gradient de concentration des solvants A et B par LC-MS

Temps

(min) [B] (%)
0 1
1,5 1
6 10
12 35
14 100
16 100

Le dosage des sucres libres a été réalisé par chromatographie échangeuse d’ions et leurs

teneurs dans des conditions ombre/soleil ont été comparées pour C. arabica var. Marsellesa.

VII.2.1. Extraction des sucres libres

Les sucres libres ont été extraits a partir de 20 mg de poudre mises en suspension dans
10 mL de solution aqueuse d’éthanol (80/20) mélangée au préalable avec du lactose (5 mg/L)
comme ¢€talon interne. Les tubes ont été placés a 80°C pendant 20 minutes en agitant toutes les
5 minutes. 10 pL de solution de Carrez A et 10 pL de solution de Carrez B ont été ajoutées dans
chaque tube pour précipiter les protéines. Les tubes ont été ensuite centrifugés pendant
10 minutes a 3800 rpm a 4°C et 9 mL du surnageant ont été récupérés et évaporés au speedvac
(Jouan ® RC 1010, Saint-Herblain, France) sans chauffage. Trois répétitions techniques ont été
réalisées pour chaque individu. Les tubes secs ont ét¢ immédiatement refermés et stockés au

congglateur.

VIIL.2.2. Analyse biochimique
VIIL.2.2.1.Préparation de la gamme étalon
Les standards utilisés ont été constitués par 1’inositol (1 mg/mL), le sorbitol (1 mg/mL),
le mannose (1 mg/mL), le glucose (2 mg/mL), le fructose (1 mg/mL), le lactose (1 mg/mL), le
saccharose (2 mg/mL), le stachyose (1 mg/mL), le raffinose (1 mg/mL) et le maltose (1mg/mL).
La gamme étalon a été obtenue a partir d’un mélange des standards a des dilutions différentes

) 1 VARV VR VR VR
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VIIL.2.2.2.Caractéristiques de ’appareil et dosage

Les sucres libres ont été séparés par chromatographie d’échange d’anions a pH élevé
(basique) afin d’étre quantifiés par détection ampérométrique. Cette technique permet de
mesurer le courant ou la charge résultant de I’oxydation ou de la réduction des molécules a
analyser a la surface d’une électrode de travail. Le signal est évalué en coulombs (C).
Les échantillons sous forme solide ont été repris dans 5 mL d’H>O ultrapure (MQ) a
température ambiante, puis filtrés avec un filtre Millipore a 0,2 pm. Les sucres ont été quantifiés
sur une chromatographie d'échange d'anions haute performance (Dionex Chromatography Co.,
Sunnyvale, CA) en utilisant une colonne HPLC CarboPac PA-1 (Dionex). Les sucres ont été
résolus de maniére isocratique avec un solvant constitué de NaOH a 150 mM, a une pression
de 1350 a 1500 psi et un débit de 1 mL/min. Le volume d’extrait injecté dans I’analyseur a été

de 10 pL.

VI1.2.2.3.Méthode de calcul des concentrations en sucres
Les mono-, di- et oligosaccharides ont ét¢ identifiés par comparaison de leurs temps de
rétention avec ceux des sucres standards et leurs teneurs ont été calculées a partir des courbes
d'é¢talonnage obtenues avec les mémes standards. La concentration est exprimée en pourcentage

de matiéere seche.

Le dosage de I’amidon a été réalisé afin de comparer sa teneur dans deux caféiers

C. arabica var. Marsellesa cultivés dans des conditions ombre/soleil.

VIL.3.1. Principe du kit « total starch GOPOD »

Le dosage a été effectué a I’aide d’un kit «total starch GOPOD » (Megazyme,
International, Ireland). Il s’agit d’une technique colorimétrique se déroulant en plusieurs
réactions enzymatiques (Figure 17). Dans un premier temps, 1’amidon est hydrolysé en
maltodextrines par I’action de I’a-amylase a pH 5 a 100°C. Ensuite, les maltodextrines obtenues
sont hydrolysées en D-glucose grace a I’action de I’amyloglucosidase.

Le D-glucose ainsi obtenu est alors dosé indirectement par formation de quinoneimines.
Une premiére oxydation en D-gluconate avec production d’une mole de peroxyde d’hydrogéne
par I'intermédiaire du glucose oxydase est obtenue, puis le peroxyde d’hydrogene est associé
avec I’acide 4-hydrobenzoique et le 4- aminoantipyrine contenus dans la solution de GOPOD,

pour former le colorant quinoneimine et de I’eau sous 1’action de la peroxydase.
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Figure 17 : Etapes des réactions enzymatiques du dosage de I’amidon par le kit GOPOD

VIL.3.2. Dosage de I’amidon

La premicre étape du dosage a consisté a éliminer les sucres libres de I’extrait végétal.
Un premier extrait a été obtenu a partir de 30 mg de poudre végétale (¢chantillon) ou d’amidon
(témoin positif) mis en solution dans 5 mL d’éthanol a 80% et placés dans un bain-marie a 80°C
pendant 10 minutes. Aprés une centrifugation de 10 minutes a 3000 rpm, le surnageant a été
jeté. Le culot a été ensuite mis en suspension dans 5 mL d’éthanol a 80%, puis le mélange a été
agité et centrifugé a 3000 rpm pendant 10 minutes. Enfin, le culot a été repris dans 4 mL d’EtOH
80% avant d’étre agité et centrifugé.

La deuxieme étape a été la réaction enzymatique proprement dite. Un volume de 600 pL
de solution d’a-amylase a été rajouté au culot. Le mélange a été placé a 100°C durant
12 minutes, puis a 50°C pendant 30 minutes. A cette température, la deuxieéme réaction
enzymatique est catalysée par I’ajout de 30 pL. de solution d’amyloglucosidase. Apres
30 minutes, un volume d’eau de 4 mL a ¢été ajouté¢ au mélange. Apres une centrifugation a
3000 rpm durant 10 minutes, 100 pL de surnageant ont été placés dans un tube Eppendorf. Une
gamme ¢étalon a été préparée pour le dosage colorimétrique a 510 nm. Elle est composée de
100 puL d’eau, de 100 puL de solution de glucose diluée a % (fourni par le kit) et de solution
d’hydrolyse de I’amidon préalablement diluée au 10¢éme du surnageant pour obtenir les 100 pL.

Avant d’étre placés a 50°C durant 20 minutes, une solution de GOPOD d’un volume de 1,5 mL
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a ¢té ajoutée aux échantillons et a la gamme étalon. Deux lectures a 510 nm par dosage ont été

réalisées en trois répétitions techniques par échantillon et par témoins.

VIIL.3.3. Méthode de calcul de la teneur en amidon
La teneur en glucose des échantillons a été calculée en effectuant la différence entre les
absorbances des échantillons et la moyenne de celles relevées pour les témoins blancs (eau).
Une fois cette teneur calculée, la concentration en amidon, exprimée en pourcentage de maticre

seche dans I’échantillon, a été déterminée en utilisant la formule suivante :

5 0/A510f(glucose

M¢chantillon

[Amidon] (%MS) = (Aslo)—(, ~ Asiox, o ) * * Vfinar * 0,9

échantillon

X : moyenne
Asio : Absorbance a 510 nm
m (mg) : masse de poudre végétale par échantillon

Viinat : Volume [eau (4 mL) + a-amylase (600uL) + amyloglucosidase (30uL)] =4,7 mL

VIII. Analyses transcriptomiques

Pour les analyses transcriptomiques, les ARN totaux ont été extraits suivant le protocole
mis au point dans 1’équipe et décrit par Breitler (2016). Il permet d’extraire les ARN et de les
conserver a 4°C pendant quelques jours avant de les congeler ou de les utiliser. Apres calcul
des concentrations, les ARN ont ét¢ confiés a la plateforme MGX pour [’analyse
transcriptomique.

Sur les 49 banques d’ARN préparées et analysées, 27 (3 répétitions biologiques'? de 9
conditions différentes) ont été comparées dans ce travail (C. arabica var. Marsellesa cultivé
sous ombre/soleil aux 3 altitudes pour les feuilles matures, cultivé en plein soleil pour les

feuilles trés jeunes a I’altitude intermédiaire et pied franc/greffé cultivés au soleil).

Le séquengage a haut débit de I’ARN ou RNAseq permet d’identifier les modifications
transcriptionnelles et post-transcriptionnelles, les translocations des geénes ainsi que les
variations nucléotidiques. Il est également considéré comme la méthode standard pour
quantifier le niveau d’expression des ARN messagers (ARNm). Pour obtenir les ARNm, les

ARN totaux ont subi une premicre étape de ribodéplétion pour éliminer le maximum d’ARN

12 Répétitions biologiques : nombre d’invidu échantillonné
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ribosomaux et ne garder uniquement que les ARN messagers. Pour faciliter leur analyse, les
matrices d’ARN messagers ainsi obtenues ont été¢ coupées en petits fragments (50 nucléotides)
et séquencées en single-end (séquencage dans un seul sens du brin) par la technologie Illumina.
La plateforme MGX a réalisé¢ le controle qualité, I’alignement des reads sur le génome de

référence (C. canephora) et le comptage des reads de chaque gene.

La qualité des données brutes a été évaluée par ’outil FastQC. Cette premiére étape de
controle permet de vérifier la qualité des reads, notamment la taille, la qualité des reads générés
(Figure 18), le pourcentage en GC, la présence des séquences adaptatrices/primers et les
séquences dupliquées ou surreprésentées. Généralement, lorsque la qualit¢é moyenne des
séquences correspondant au score qualité de séquencage donnée par I’outil FastQC se trouve
entre 30-36, les données brutes sont considérées comme de tres bonne qualité. Entre 20-30, elles
sont encore exploitables. En dessous de 20, les séquences sont de trés mauvaise qualité. Nos

scores qualités étant tous supérieurs a 30, nos données brutes ont €té jugées de tres bonne qualité.

Quality scores across all bases (Sanger / lumina 1.9 encoding)

38 ITTTTITTTITTTITTTTET
36 LLLLHLLLLL Il e
34
3
30
28
268
24
22
20
1=
1a
14
12
10
2]
4]
4
2

12345607859 11 13 15 17 18 21 23 25 27 2% 31 33 35 37 3% 41 43 45 47 4%
Position in read (bp)

Figure 18 : Qualité des séquences par base pour les différents cycles.

L’axe des ordonnées montre les scores de qualité. Un score de qualité entre 30 et 40 indique une erreur de
séquencage supérieur & 99.9%. L’arri¢re-plan du graphique divisé en 3 parties suivant 1’axe des ordonnées indique
en vert une trés bonne qualité, en orange, une qualité raisonnable, en rouge une mauvaise qualité

Source : MGX Montpellier, 2016
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La cartographie est une étape fondamentale pour 1’analyse de I’expression différentielle.
TopHat2 a été utilisé pour aligner les reads générés sur le transcriptome de référence C.
canephora qui compte 25.574 genes (Denoeud et al, 2014). TopHat2 permet de faire des
alignements plus précis en tenant compte des indels'®, mismatches'* de petite taille, qui sont dus
aux erreurs de séquencage et gere également I’alignement des reads avec des grandes
insertions/délétions ou des translocations avec ’option TopHat2-fusion inclus dans bowtie2
(programme utilisé par TopHa2 pour aligner les reads). Par ailleurs, TopHat2 posséde la capacité
de détecter de nouveaux sites de jonction d’alignement grace a 1’algorithme bowtie2 et fournit
I’option « réalignement » (Langmead et Salzberg, 2012). Cette option permet de réaligner les
reads non ou incorrectement alignés sur des potentiels sites d’épissage et de rapporter les
meilleurs alignements en se basant sur la distance d’édition. La distance d’édition désigne le
nombre minimum d’événements d’insertion et de délétion pour un read'> aligné. Cette capacité
d’aligner le plus de reads avec précision représente respectivement la sensibilité et la spécificité

de I’outil TopHat2 (Mohamed, 2018). L’algorithme est schématisé sur la figure 19.

(1) Transcriptome alignment (optional)

- [ |
P ( —— e — — [
— — 5 S — Read are aligned against transcriptome. |
ISPl ire { Transcriptome index
(2) Genome alignment N X

Readsspanning Readsare afigned against genome.
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I (—— Genome index
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flanking sequences
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. 4
(2 4) Segmentalignments stitched

Moppedscgments against cither genome or flanking
togetherto form whole read aligaments

sequences are gathered to produce whole read algnments.

v
Genome mapped reads with alignments extendinga few
basesinto introns are re-aligned to exonsinstead.

(3-5) Re-alignment of reads minimally
overlapping introns

Figure 6 TopHat2 pipeline. Details are aiven in the

Figure 19 : Description de I’algorithme TopHat2
Source : Kim et al., 2013

3 Indel : désigne une insertion ou une délétion dans une séquence biologique (acide nucléique ou rpotéine
par rapport a une séquence de référence

14 MiIsmatches : désigne un mésappariement, c’est-a-dire un appariement des brins d’ADN non conforme aux
principes biochimiques

1> Read : fragment du génome
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Ensuite le mapping peut étre visualisé grace au logiciel Integrative Genomics Viewer
(IGV). D’autres informations sont ¢galement fournies par 1’outil a savoir les scores d’alignement,
le pourcentage des reads mappés' et non mappés!’. Au niveau des régions codantes (exons) du
génome de référence, les reads alignés se chevauchent les uns sur les autres et déterminent la
profondeur du séquencage'®. 1l est conseillé d’avoir au moins 3 répétitions biologiques pour

I’analyse de données RNAseq.

Apres I’étape de mapping ou cartographie, les reads mappés sur le génome de référence
sont comptés sur HTseq-count (Anders et al., 2015).

Le principe du comptage des reads par HTSeq-count contient trois modes permettant de
déterminer comment un read doit recouvrir un géne (Figure 20). Le mode « Union » a été choisi
par MGX comme méthode de comptage. Apres le comptage, 1’outil génére un fichier dans
lequel sont répertoriés I’ensemble des genes (ID des génes) présents dans le génome et le
nombre de lectures alignées (reads) sur ces genes.

Le résultat de I’analyse MGX est donné sous forme d’un tableau contenant les reads
pour chaque géne mappé et pour chaque individu.

intersection intersection

union _strict _nonempty
gene_A gene_A gene_A
gene A — gene A no_feature gene A
gene_ A no_feature gene_A
He E_:‘"" "“"’DEHE_A gene A gene A gene A
gene A gene A gene A gene_ A

ambiguous
(both genes with  gene_A gene A
--nonunique all)

ambiguous
(both genes with --nonunique all)

’/ “ ? alignment_not_unigue
(both genes with ~-nonunique all)

Figure 20 : Comptage des reads avec HTseq-count.

16 Read mappé : read aligné sur les exons d’un géne de maniére non ambigiie
17 Read non mappé : read non aligné sur les exons d’un géne
18 profondeur de séquengage : nombre moyen de reads par position mappée

50



IX. Traitement des données

Pour mieux caractériser le climat subi par les feuilles matures tout au long de leur
croissance, les parameétres suivants ont été calculés durant 120 jours avant la récolte : la
température moyenne (T, °C), I’humidité relative moyenne (RH, %), les précipitations
cumulées (RAIN, mm) et le rayonnement solaire cumulé (SI, kW m-?). Cette durée correspond

a la période de croissance d’une feuille jeune au stade mature.

Plusieurs mesures foliaires ont été réalisées pour caractériser les feuilles, a savoir : la
longueur, la largeur, le poids sec et le nombre de stomates. Ces grandeurs ont été utilisées pour
calculer certains parameétres morphologiques comme la surface foliaire (cm?), le poids
spécifique (mg/cm?) et la densité stomatique des feuilles (N/mm?).

La surface foliaire (SF) est donnée par la formule classique (Ruget et al., 1996) :
SF=L=*1%0,748
L : Longueur des feuilles (cm)

1 : largeur des feuilles (cm)

Le poids spécifique (P. spec) a pour formule :

P . m
.Spec =

m : masse des feuilles (mg)

La densité stomatique (DS) a été calculée de la fagon suivante :

N

DS= —
SF

N : nombre de stomate

IX.3.1. Analyses morphologiques et biochimiques
Toutes les analyses morphologiques et biochimiques ont été effectuées a 1’aide du
logiciel STATISTICA 7 ®. Un test de d’homogénéité et un test de normalité (Test de Shapiro-
Wilk) ont été réalisés avant 1’analyse de variance (ANOVA).
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Le test de Levene permet de tester la premicre hypothese. Il consiste donc a vérifier si
les variances dans les différents groupes sont homogenes ou égales. Si le test de Levene est
statistiquement significatif (p<0,05), I’hypotheése d’homogénéité des variances doit étre rejeté.

Le test de normalité consiste a déterminer la distribution des échantillons. Le test
Shapiro-Wilk est utilisé pour tester la normalité qui constitue la seconde hypothése. Si la
statistique W est significative (p<0,05), il faut alors rejeter I’hypotheése selon laquelle la
distribution correspondante est normale.

En présence d’une distribution normale et d’une homogénéité de la variance des
individus, d’autres tests paramétriques ont été nécessaires dans 1’analyse des données
recueillies. Nous avons pour cela réalisé I’analyse de variance (ANOVA), le test ¢ de Student
et la corrélation de Pearson.

L’analyse de variance (ANOVA) permet de comparer les moyennes de plusieurs
¢chantillons. Cette analyse nécessite deux conditions : d’abord, les échantillons doivent
présenter une variance identique, ensuite ils doivent suivre une loi normale. Pour cette analyse,
une comparaison post-hoc est obligatoire car elle permet d’identifier les moyennes des groupes
qui sont particulicrement différentes. Nous avons utilisé le test de Newman-keuls pour nos
analyses.

Le test ¢ de Student a le méme principe que le test ANOVA. 1l est utilisé pour comparer
deux groupes. Ainsi, un test post-hoc n’est pas nécessaire.

La corrélation de Pearson consiste a mesurer la relation linéaire entre les valeurs de deux
variables par le coefficient R de Pearson.

Dans le cas ou la distribution est anormale et une inégalité de la variance est observée,
des tests non paramétriques ont été utilisés : test de Mann-Whitney, 1I’équivalent de ’ANOVA
et du test # de Student. Ce test a le méme principe que ses homologues paramétriques ; la seule
différence réside dans le fait que les tests non paramétriques sont basés sur des rangs.

Certaines données sont représentées en histogrammes pour faciliter la compréhension.
Cette représentation a été réalisée sur Excel 2016 (Microsoft office ®).

Une analyse de co-inertie a pour objectif de montrer les corrélations entre plusieurs
séries de données (covariance) utilisant le logiciel R. Dans notre cas, nous avons mis en
¢vidence la relation entre les parameétres climatiques et les composés phénoliques dosés dans
nos échantillons. Deux figures sont obtenues : les projections des variables et des individus dans
un plan vectoriel a deux dimensions. Les deux axes de co-inertie présentés maximisent la
covariance entre les coordonnées de projections des variables. Une des figures représente les

variables et 1’autre figure, les individus et les deux participent le plus a la formation des axes.
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Si les variables et les individus sont répartis dans le méme c6té de ’axe, ils présentent des
corrélations positives. Dans le cas contraire, ¢’est-a-dire que si les points se trouvent dans deux
cOtés opposés, la contribution est négative.

Les tests paramétriques ont été utilisés lors de 1’étude des feuilles jeunes et matures de
C. arabica var. Marsellesa aux trois altitudes. Pour les ¢tudes des conditions ombre/soleil et des

individus pied franc/grefté, les tests non para/métriques ont été privilégiés.

IX.3.2. Analyse de I’expression différentielle
Cette ¢étape a ¢té réalisée avec EdgeR qui permet de quantifier les genes
différentiellement exprimés entre deux conditions (Robinson et al, 2010). Ce logiciel est
disponible sur la plateforme GALAXY mise en place par le service de Bioinformatique de
I’IRD. Le package consiste a faire une comparaison, deux a deux, des individus de méme
groupe a large dispersion. Avant I’analyse différentielle, les reads alignés sur le génome de
référence ont été normalisés grace au calcul du RPKM (Reads Per Kilobase Million) selon la

formule suivante :
R
RPKM = 10° * N*L

R désigne le nombre de reads alignés
N est le nombre total de reads
L correspond a la taille des exons du geéne.
Dans I’analyse, des heatmaps ont été générés afin de visualiser les génes différentiellement
exprimés.

Le nombre de génes différentiellement exprimés pour chaque condition a été visualisé
par  un  diagramme de  Venn  disponible en  ligne via le @ site

http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/.
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I. Effets de I’altitude sur C. arabica var. Marsellesa

En suivant la méthodologie de collecte résumé dans le tableau 3, nous avons, au total,
travaillé sur 45 individus pour cette étude. Cette étape du travail consiste a caractériser les
réponses morphologiques, biochimiques et transcriptomiques aux variations climatiques subies
par les caféiers. Les différentes conditions obtenues grace a des mesures réalisées sur trois
années consécutives, sur les trois sites au Mexique, permettent de déterminer les facteurs
climatiques qui auraient plus d’impact sur la croissance et le métabolisme secondaire,
principalement sur les composés phénoliques des C. arabica var. Marsellesa. Les analyses
transcriptomiques effectuées a différents stades de croissance foliaire facilitent la
compréhension de la synthése des composés phénoliques et leur évolution au cours du

développement foliaire en reliant 1I’expression des geénes et la teneur en composés des feuilles.

Les parametres climatiques ont été enregistrés durant les quatre mois précédant la
récolte et les données retenues sont résumées dans le tableau 6. 11 a été noté que, quelle que soit
I’année de récolte, la température moyenne la plus élevée a été toujours observée a la plus basse
altitude (650 m). Inversement, 1I’humidité relative a été toujours plus élevée a la plus haute
altitude (1250m), avec une valeur maximale de 86,14 % en 2015 et un minimum de 76,17%
enregistré en 2014 a 650m. Ces observations montrent que la température suit un gradient
inverse a ’altitude, alors que I’humidité relative suit un gradient altitudinal.

Pour les deux autres parametres enregistrés (radiation solaire (SI) et précipitations (RAIN)),
aucune relation avec 1’altitude n’a été notée, excepté que le rayonnement solaire cumulé est
toujours plus faible a haute altitude. Cependant, en 2016, nous avons constaté¢ une relation
inverse entre 1’altitude et le rayonnement solaire cumulé. De la méme maniére, une relation

positive entre altitude et précipitation cumulée ne peut étre établie qu’en 2015.

Globalement, ces résultats montrent qu’il est difficile d’attribuer un climat
propre a chaque altitude mais que la température et I’humidité relative sont liées a

I’altitude pour les trois années d’étude.
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Tableau 6 : Evolution des paramétres climatiques durant trois années consécutives sur chaque station de récolte.
Les valeurs ont été calculées en tenant compte des données enregistrées pendant les quatre mois précédant la
récolte. Moyenne des températures (T, °C) ; rayonnement solaire cumulé (SI, kW.m-2) ; précipitations cumulées
(RAIN, mm) ; moyenne de I’humidité (RH, %)

Année Altitude T SI RAIN RH
(m) O (kW.m™) (mm) (%)
650 22,05 40,00 376,80 76,17
2014 1050 20,21 45,09 234,00 77,10
1250 18,17 21,63 331,60 78,58
650 20,04 25,54 255,20 82,46
2015 1050 18,46 37,02 343,20 84,49
1250 16,42 22,01 444,59 86,14
650 23,30 43,43 402,00 75,00
2016 1050 19,70 40,25 325,00 76,00
1250 19,00 24,13 427,40 78,50

Les mesures ont été réalisées sur 5 plantes et 10 feuilles matures. Trois paramétres
morphologiques ont été pris en compte pour I’arbre (hauteur, diamétre et nombre d’entre-nceuds
de la plante) et deux autres pour la feuille (longueur et largeur). Les résultats des mesures
effectuées sont récapitulés dans le tableau 7. Vus les résultats obtenus en 2014, aucune
différence morphologique notoire n’a été observée au niveau de la plante et des feuilles, excepté
pour la plus haute altitude ou les feuilles ont présenté une largeur significativement supérieure
(60,37 cm par rapport a 53,87 cm et 55,62 cm pour les altitudes 1050 m et 650m
respectivement).

Pour les deux autres années, les parameétres de croissance des plantes ont montré des
valeurs d’autant plus basses que ’altitude est élevée, excepté en 2015, pour la hauteur totale
des plantes. Autrement dit, la valeur maximale des paramétres de I’arbre a toujours été notée
chez les individus cultivés a basse altitude (650 m). Par exemple, en 2015, la hauteur des
individus cultivés a 1050 m et 1250 m ont représenté respectivement 83% et 98% de celle des
individus cultivés a 650m. Alors qu’en 2016, la hauteur des caféiers en haute altitude (1050 m
et 1250 m) a été 91% moins ¢€levée que celle des individus cultivés a 650 m. Les mémes
variations ont été enregistrée pour le diameétre et le nombre d’entre-nceuds.

En ce qui concerne la taille des feuilles, un comportement inverse est observé : plus 1’altitude
est ¢levée, plus les feuilles sont grandes. Les plus grandes différences ont ét€ observées en 2015,

les feuilles a 1050 m et 650 m étant respectivement 84% et 74% moins longues et 84% et 66%
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moins larges que celles d'Inifap (1250 m). La comparaison de ces valeurs moyennes a
¢galement montré que la taille des feuilles était indépendante de 1'année de récolte ; les mesures

prises en 2016 étant parfois supérieures a celles de 2014 ou 2015.

En résumé, la morphologie de 1’arbre n’est pas liée a I’altitude, contrairement a

celle de la taille des feuilles.

Tableau 7 : Mesures réalisées avant chaque récolte, chaque année de 2014 a 2016, a chaque station sur cinq
individus.

Les valeurs représentent la moyenne de la hauteur, du diamétre et du nombre d’entre-nceuds de la plante, de la
longueur et de la largeur des feuilles (N = 10). Test statistique : ANOVA, test post-hoc : Newman-keuls a p<0,05

Caractéristiques morphologiques

Plante Feuilles matures
, Altitude  Hauteur  Diameétre Entre- Longueur  Largeur
Annce @ em em " @m )
Station (N)
Colpos 650 53,87 a 1,06 a 10,50 a 121,37 a 55,62 a
2014 Roma 1050 57,25 a 0,94 a 11,25a 122,75 a 53,87 a
Inifap 1250 48,87 a 1,11 a 10,25 a 127,50 a 60,37 b
F 1,137 3,486 3,900 0,804 9,568
p 0,363 0,076 0,060 0,477 0,006
Colpos 650 121,20 b 35,00b  28,00b 118,83 a 50,30 a

2015 Roma 1050 100,80a 32,16 ab 27,20b 134,85 b 63,79 b
Inifap 1250 118,60 b 29,00a  22,80a 161,17 c 75,87 ¢

¥ 7,652 4,804 12,511 17,002 21,811
p 0,007 0,029 0,001 0,000 0,000
Colpos 650 140,60 a 48,12a 36,60 c 127,80 a 56,20 a

2016 Roma 1050 127,80 a 47,00a 29,00 b 134,20 a 63,40 ab
Inifap 1250 127,60 a 38,20a  25,80a 148,00 b 69,40 b

F 0,607 0,933 36,928 5,869 7,961

p 0,560 0,420 0,000 0,017 0,006
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L’évolution de ces caractéristiques morphologiques a été comparée a celles des données
climatiques, en fonction de I’altitude, sur les trois années de récolte. Comme le montre le
tableau 8, aucune corrélation n’a pu étre établie entre les critéres morphologiques concernant
la plante et les données météorologiques, excepté entre le nombre d’entre-nceuds et la
température (faible corrélation positive de R= 0,331 a p<0,05).

Par contre, une relation fortement significative a existé entre la croissance foliaire et les
différents parametres climatiques. En effet, la longueur et la largeur des feuilles ont été
étroitement liées (a p<0,001) a la température (corrélation négative) et a la pluviométrie
(corrélation positive). Une corrélation moyenne mais significative (p<0,01) a été¢ également

notée avec le rayonnement solaire et I’humidité.

Ainsi, il semble que la croissance de 1’arbre ne dépend pas des conditions
climatiques et que celle des feuilles est stimulée par la pluie et I’humidité relative mais

limitée par les fortes températures et les fortes lumieres.

Tableau 8 : Corrélation de Pearson entre les parameétres climatiques et les mesures morphologiques (N=90).
Moyenne des température (T, °C) ; rayonnement solaire cumulé (SI, kW.m?2) ; précipitation (RAIN, mm) ;

humidité relative (RH, %). p <0,05 : *; p<0,01 : ** ; p<0,001 : *** ; ns non significative

Parametres climatiques

Morphologie - = RAIN I
Plante Hauteur (cm) 0,150 ns -0,070ns 0,297ns 0,116ns
Diamétre (cm) 0,206 ns 0,029ns 0,221ns 0,039ns
Entre-nceuds (N) 0,331* 0,063ns 0,223ns 0,111ns
Feuilles Longueur (mm) -0,525*%**  -0,406** 0,640%** 0,416%*
matures Largeur (mm) -0,571***  -0,401** 0,655%** 0,394**

1.3.1.1dentification des composés

L’analyse LC-MS, réalisée a I’Université¢ Claude-Bernard Lyon 1, a permis d’identifier
23 métabolites appartenant aux groupes des flavanols, flavones, flavonols, xanthones et esters
d’acide hydroxycinnamiques pour les composés phénoliques et aux alcaloides Ils ont été

annotés grace a leurs masses, leurs absorvances et leurs fragmentations (Tableau 9 et Annexe I).
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Tableau 9 : Liste des composés analysés par LC-MS selon leur ordre d’élution, avec leur temps de rétention (TR), leur masse en Da, leur formule brute, les longueurs d’onde
auxquelles les maximas ont été¢ observés, leur nom proposé, leur masse apres la fragmentation en ion positif et négatif, et les fragments générés. * : individu confirmé par un

standard.
Pic TR Masse  Formule Longuenr Nom des coniposis [M-H}- MENMNS |ME-H+ MSMNIS
M [(min) (Da) moléculaire d'omde (mm}
1 261 180, 164 C.HaM0», 272 Theéobromine® - 181,072 67 (LD} 85 {7%) 181 (74) 134 (65)
2 3,00 334309 CouHuOw  300sh-325 Acude 3-O-coféoyiguinique IF3.000 19 (1008 ITR(6L) 135471173 (6) 355,000 163 ([d0) 145 (24) 50 (9]
3 4,03 AR 356 Oy 2B Inflophénone 3-C-fi-glucoside 407, 101 ZET (1003 31723245 (61) 193 (47) 409,111 15 ( 1(dh) 2317 (79) 13 (61) 325 (46§ 177
125 (B} (435 120 (39) 271 {39)
4 420 9270 CoHpD, 178 {+)-Cascchmne™ 291,086 139 10d) 123 (39) 60 {12) 207 (6)
5 443 354309 CouMHuDy  300sh-325 Acwde 5-O-cofeoyigunigue™ IF3 0 T (100N 1TRE2I1TIL) I55.000 163 (D0dD) 145 (L1) 117 (4)
[ 4.75 354,300 CoaHinDia 3sh-325 Acide 4-O-cafcovlquinigue A53,000 1900 (100 173 428) P79 (11} F55.000  JG3 (104N 145 (B4) LET(8) 89 (2)
T 4,50 194,190 CyHpND, 272 Cafeine™ - 195,089 138 (10:00) 1010k {36 105 (29) 69 (21)
4 542 200,270 CoHisDw  I7H {--Epieatéchine® IROOTE Lo 100y 203 {74) 125 (65) 151 (43)
245 (39)
'] 5.52 338,300 Oy EN L] Agde 5-O-coumuroylqumigue 37005 107 (100) 133 (17353 (12) a0 000 147 (100) TS (23) 97 (23] 236 (23)
I 6,08 422340 Tl 257-317-365 Mangi ferine A2L 080 300 {106 330 (B5) 259 (1254201 {15) 423,091 273 ( |40) 303 {74) 327 (51) 364 (22) 351
273 (10 {18} 200 [ 15) 357(9)
11 680 368,335 Oy ey 258-267sh- Acide 5-O-feruboylquinigue I67. 106 191 (100) 320173010047} 369006 17T (1) 145 425 11T (5)
30sh-327 134 (41
12 81 S04 5ER  CorHaelys 257-300sh-353  Flovene di-C-glveosde 503156 593 (100473 (11}353 (10) 406 (10} 395,064 457 ( |40 427 (67) 379 (35) 325 (29) 295
503 (8) (12)
13 686 TTLA58 ChHaDy, 157-300s0-353  Quercetine 3-O-dihexoside- T 24 771 (100 300 {33) |79 (5) 273 (3) T73213 303 (10) 125 (53) B4 {26) 194 (13)
deoxyhexoside 271 (5)
14 697 626517 CrHuDy:  257-300sh-3533  Quercetine 3 4-di-0-plocosade® 623,145 625 (100) 300 {72) 271 (103 179 (3} 627,051 303 (100)
45 (3 403 {3) 505 (3)
15 734 736,650 CoHeDx 265346 Kacmpféra] 3-0-dihenose- - T3T.203 287 (100 449 (6) 129 (6) TS (6) 612(1)
deoxyhexose
6 7,74 GILSIE CoHaDy  257-333 Duercétine 3-O-rutinoside™ GO9. 134 609 | 100 ) 300 (20) 611,060 303 (100)
17 780 5TRSN CiHnOy: 257353 Procyamidine FT7.030 2RO(100) 577 (R2)407 (T2 125 (6l) 579047 28T ( 1{4) 409 (94) 127 (84) 163 {31) 247
1ol (17p431 (11} {19379 (13)
14 T.00 464,380 Oy Hoy:  257-333 Quercetine 3-4-D-ghicoside 463000 F000(100) 463 (48) 12] (193271410} 463,002 303100}
19 B2 504518 CoMuDy 265-346 Kacmpferol 3--hexose- 06063 ZET(100) 50 (1)
deoxyhexose
0 839 516,458 CoHnuOy  246-300sh-324  Acwde 3 4-0-dicafeoylguimque® - S17,032 163 (100} &3 (27 140 (18) 191 {18) 370
{1}
7 H48 516,450 CoH.0y  243-207:h-327  Acde 35-O-dicaffoylgumgue®  SE5,123 190 (1005 353 {00) 179 (631 135130 517032 140 (100} 163 (77) S19064) 213 (59) 117
173 (6) 515(3) (40 303 (41 TR22T)
2 BN 516,451 CaulyDy 743-207sh-127  Acde 4 5-0-dicafeoylqgmmgoe® 515123 3531003 173 (73} ITO(53) 135 (10)  S17.032 163 (100) 101 (ER) IR (14) 435 14) 224
515(3) {5}
23 040 54245 CopHoDye  257-317-365 Parahydroxybemmate de SHLLE2 300 (100 330 {T9) 541 (530259 (6 543,012 303 (|0d0) 121 {965 403 (24) 327 (23) 543
mangiférine 385 (6) {21)
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Les composés appartenant au groupe des flavanols ont été constitués par 1’épicatéchine
et la catéchine (identifiées grace a un standard) ainsi que la procyanidine. Le flavone-di-C-
hexose a représenté le seul flavone identifié. Les flavonols annotés ont été glycosylés :
quercétine 3-O-dihexose-déoxyhexose, quercétine 3,4-di-O-glucoside (identifié grace a un
standard), quercétine 3-O-glucoside, quercétine 3-O-rutinoside ou rutine (identifié grace a un
standard), kaempférol 3-O-dihexose-déoxyhexose et kaempférol 3-O-hexose-déoxyhexose. La
mangiférine, le parahydroxybenzoate de mangiférine et I’iriflophénone-3-C-B-glucoside ont été
attribués au groupe des xanthones. Parmi les esters d’acides hydroxycinnamiques, aussi appelés
acides chlorogéniques, il a été possible d’identifier 1’acide 5-O-caféoylquinique (utilisation
d’un standard), I’acide 3-O-caféoylquinique, 1’acide 4-O-caféoylquinique, 1’acide 3.,4-O-
dicaféoylquinique (standard), I’acide 3,5-O-dicaféoylquinique (standard), I’acide 4,5-O-
dicaféoylquinique (standard), I’acide 5-O-féruloylquinique et I’acide 5-O-coumaroylquinique.
Les deux alcaloides identifiés ont été la théobromine et la caféine. Un exemple de spectre de

masse de I’acide 5-O-caféoylquinique est présenté sur la figure 21.

Ainsi, nous avons annot¢ au total 2 alcaloides et 21 composés phénoliques dont
trois flavanols, un flavone, six flavonols, trois xanthones et huit esters d’acide

hydroxycinnamiques.
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Figure 21 : (A) Exemple de spectre de masse en mode d’ionisation négatif ; (B) exemple de spectre UV de I’acide
5-O-caféoylquinique

1.3.2.Quantification des composés phénoliques dans les feuilles matures

Le dosage a ¢été effectué sur 5 individus prélevés par altitude et par année. Dans les
feuilles des 45 individus étudiés, les 23 composés identifiés ont été détectés. 18 d’entre eux ont
été présents en concentration suffisante pour étre quantifiés par HPLC ( Figure 22). A cause de
leur faible teneur, la procyanidine, I’iriflophénone-3-C-B-glucoside, la quercétine 3-O-
glucoside, 1’acide 3-O-caféoylquinique et 1’acide 5-O-coumaroylquinique n’ont pas été dosés

dans les échantillons.
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Figure 22 : Exemple de chromatogrammes d’extrait méthanolique des feuille
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Ces résultats suggerent que 1’évolution de la teneur en acides chlorogéniques n’est pas
en liaison directe avec ’altitude.

Concernant les xanthones, la teneur en mangiférine (Mang) a été largement supérieure
(50%) a celle de parahydroxybenzoate de mangiférine. La concentration minimale détectée
pour la mangiférine a été en 2014 a 650 m (0,91 %) et la plus élevée (1,70%) a été notée en
2016 a 1250 m. Si sa teneur ne semble pas étre liée a 1’altitude, il apparait cependant qu’elle
évolue positivement selon les années de prélévement pour un méme site, montrant des valeurs
plus élevées en 2015 et 2016. Tout comme pour la mangiférine, le taux en parahydroxybenzoate
de mangiférine (Mang-OHbenz) a augmenté au cours des trois années ; les différences entre

stations sont devenues alors significatives en 2016.

Tableau 10 : Moyennes des teneurs en acides chlorogéniques et en xanthones exprimées en pourcentage de matiere
séche sur les trois stations altitudinales durant les trois années de récolte.

Acide 5-O-caféoylquinique (5-CQA), acide 4-O-caféoylquinique (4-CQA), acide 3,4-O-dicaféoylquinique (3,4-
diCQA), acide 3,5-O-dicaféoylquinique (3,5-diCQA), acide 4,5-O-dicaféoylquinique (4,5-diCQA), acide 5-O-
féruloylquinique (FQA) ; Mangiférine (Mang) ; parahydroxybenzssssssssoate de mangiférine (Mang-OHbenz).
Test statistique : ANOVA, test post-hoc : Newman-keuls p<0,05.

Composés phénoliques (% DW)

Anné Altitude Acides chlorogéniques Xanthones
e
(m) 5-CQA 4-CQA 3,4- 3,5- 4,5- FQA Mang Mang-
dicQ  diCQ  diCQ OHbenz
650 2,844a 0,225a  0,028a  0,036a 0,059  0,080a 0914a  0,021a

2014 1050 3,620b 0,157a  0,019a  0,061b  0,021a  0,079a 1,033a 0,018a
1250 39570 0,215a  0,029a  0,073b  0,030ab 0,112b 1,109a  0,027a

F 8,415 3,658 2,695 6,738 4,857 8154 1,028 1,818
P 0,009 0,069 0,121 0,016 0,037 0,010 0,396 0,217
650 4,526b 0,194o 0,0370  0,120a  0,036¢c  0,070b 1,685a  0,046a

2015 1050 3,706ab 0,216b  0,023ab  0,056a  0,025b  0,004a 1,309a  0,034a
1250 2,962a 0,124a  0,014a  0,066a  0,013a  0,051b 1,310a  0,028a

/g 4,095 3,039 4,162 2,821 6,264 5174 1,361 2,471
P 0,050 0,093 0,048 0,107 0,017 0,029 0,300 0,134
650 3,396b  0,168b  0,020a  0,032a  0,034b  0,100a 1,696b  0,051b

2016 1950 3468 0,776 0,019a  0,042a  0,021a  0,083a  1,186a  0,036a
1250 3,032 01132 0021a  0087b 0,02la 0072a 1,408 0,032a

F 4,233 10,042 0,171 37,110 16,032 0,731 6,410 8,133
P 0,041 0,003 0,849 0,000 0,000 0,500 0,013 0,006

Les flavonoides quantifiés appartiennent a trois groupes : les flavones, les flavanols et
les flavonoides glycosylés (Tableau 11). Concernant le seul flavone quantifié, le flavone-di-C-
hexose (F-dihex), la valeur maximale (0,98 %) a été notée en 2016 a 650 m et la teneur la plus

basse (0,66 %) a été enregistrée la premiere année a 1250 m. Quelle que soit I’année de récolte,
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ce compos¢ a été¢ d’autant plus accumulé que 1’altitude a été €élevée. En ce qui concerne les
flavanols, la catéchine (catechin) a été plus représentée que I’épicatéchine (Epicat). Les teneurs
maximales en catéchine et en épicatéchine ont été quantifiées (2,22% et 1,49 % respectivement)
en 2015 a 650 m tandis que les valeurs minimales ont été détectées en 2014 a 1250 m pour la
catéchine (0,74 %) et pour I’épicatéchine (0,63 %). La comparaison des concentrations suivant
I’altitude et selon les années de récolte semble montrer que 1’accumulation de ces composés
dans les feuilles ne dépend pas de ’altitude.

Trois dérivés de quercétine ont été recensés parmi les flavonoides glycosylés : la
quercétine 3-O-dihexose-déoxyhexose (Q-dihex-dhex), la quercétine 3,4-di-O-glucoside (Q-
diglu) et la rutine (Rutin). Le composé majoritaire a ét¢ identifi¢ a la rutine avec des teneurs qui
ont atteint 19 fois plus ¢€levées que la teneur en Q-dihex-dhex. Des différences significatives
entre les taux des flavonoides n’ont été observées qu’a partir de la deuxiéme année sauf pour la
rutine. Une augmentation avec [’altitude n’a été enregistrée que pour les quercétines
glycosylées durant la troisieme année et pour la rutine lors les deux premieres années.

Il est a noter que des dérivés glycosylés du kaempférol ont été accumulés dans les feuilles lors
de la troisiéme année de mesure et uniquement aux altitudes les plus basses. Le kaempférol 3-
O-dihexose-déoxyhexose (K-dihex-dhex) n’a été détecté qu’a la plus basse altitude, tandis que
le kaempférol 3-O-hexose-déoxyhexose (K-hex-dhex) a été présent aux deux altitudes basses

(650 m et 1050 m).

En résumé, 16 composés phénoliques ont pu étre quantifiés dans les feuilles
matures. Parmi eux, nous avons pu lister les esters d’acides hydroxycinnamiques (2
CQAs (4-CQA et 5-CQA)) et les 3 diCQs, le FQA, les xanthones (mangiférine
(Mang) et le parahydroxybenzoate de mangiférine (Mang-OHbenz)) et les
flavonoides (une flavone, deux flavanols, et cinq flavonols glycosylés). Il semble
difficile de pouvoir lier ’accumulation d’un composé dans la feuille mature a

I’altitude a laquelle 1’arbre est planté.

Nous avons montré précédemment que les parameétres climatiques ont évolué
différemment selon 1’altitude mais également selon 1’année de prélévement. Etant donné que
ces parametres ont pu intervenir sur I’expression du métabolisme secondaire, il nous a paru
intéressant d’étudier la relation qui pouvait exister entre ces paramétres climatiques et les

teneurs en composes.
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Tableau 11 : Moyennes des teneurs en flavonoides exprimées en pourcentage de matiére séche sur les trois stations
altitudinales durant les trois années de récolte.

Flavone-di-C-hexose (F-dihex) ; quercétine 3-O-dihexose-déoxyhexose (Q-dihex-dhex) ; quercétine 3,4-di-O-
glucoside (Q-diglu) ; rutine (Rutin), kaempférol 3-O-dihexose-déoxyhexose (K-dihex-dhex) ; kaempférol 3-O-
hexose-déoxyhexose (K-hex-dhex) ; catéchine (Catechin) et épicatéchine (Epicat). Test statistique : ANOVA, test
post-hoc : Newman-keuls p<0,05.

Composés phénoliques (% DW)

Année Altitudes Flavonoides
(m) Flavonoides glycosylés Flavanols
F-dihex Q- Q-diglu Rutin K- K-hex- Catechin Epicat
dihex- dihex- dhex
dhex dhex
650 0,472b  0,048a 0,329a  0,616a 0 0 0,905ab  0,780ab
2014 1050 0,355a  0,065a 0,329a  0,731a 0 0 1,272b  0,945b
1250 0,256a  0,050a 0,321a  0,915a 0 0 0,736a  0,631a
F 9,350 2,850 0,019 1,598 4,340 4,022
p 0,006 0,110 0,981 0,255 0,048 0,056
650 0,604a 0,037a 0,179a  0,663a 0 0 2,226b  1,484b
1050 0,503a  0,074b 0,349ab 0,821a 0 0 1,380a  1,272b
2015 4250 03422 0,045a 0217a 095la 0 0  1,136a  0485a
F 1,221 12,231 4,237 1,076 10,724 16,514
P 0,335 0,002 0,046 0,377 0,003 0,001
650 0,976¢c  0,085¢ 0422b  1,1956 0,026b  0,041c  1,180b 0,951a
2016 1050 0,541b  0,067b 0,346b 0,811a 0,000a 0,018b 1,395¢ 1,167a
1250 0,330a  0,039a 0,215a 0,734a 0,000a  0,000a 0,946a 1,079a
F 48,170 15850 17,411 10,142 8554 25123 10,661 2,442
p 0,000 0,000 0,000 0,003 0,005 0,000 0,002 0,129

I.3.3.Relation entre la teneur en composés et les paramétres climatiques

En associant les données climatiques sur les trois sites aux teneurs en compose€s
phénoliques enregistrées sur les trois années d’étude, nous avons obtenu une série de données
assez importantes permettant de comparer 9 situations différentes. Ces données ont été
analysées en utilisant la corrélation de Pearson et les résultats obtenus sont résumés dans le
tableau 12.

En ce qui concerne les acides chlorogéniques, une corrélation négative (significative a
p<0,01) de la teneur en CQAs avec les précipitations a été mis en évidence ; le 5-CQA a
présenté une relation plus forte que le 4-CQA. Par contre, la teneur totale en diCQs a été
faiblement et négativement corrélée (p<0,05) avec le rayonnement solaire. En effet, le taux des
isomeres a présenté des liens plus ou moins forts avec un des différents paramétres climatiques :
le 3,4-diCQA semble étre corrélé négativement aux précipitations, le 3,5-diCQA avec le
rayonnement solaire, et le 4,5-diCQA a été corrélé positivement avec la température (p<0,001).

En ce qui concerne le FQA, sa teneur a été fortement liée a I’humidité relative.
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Concernant les flavonoides glycosylés, ils ont tous présenté, sauf la rutine, des liens
tres significative avec les deux paramétres climatiquesa savoir la température et les
rayonnements solaires. Pour la rutine, sa teneur semble étre corrélée avec les précipitations. Si
les concentrations en F-dihex, en K-dihex-dhex et en K-hex-dhex ont été fortement liées avec
la température, celles des quercétines glycosylées ont été plus dépendantes des rayonnements
solaires. Avec des teneurs négativement corrélées aux précipitations, les flavanols ont eu les
mémes relations que les CQAs avec les parametres climatiques. Quant aux xanthones, seul le

parahydroxybenzoate de mangiférine a présenté une corrélation avec la température.

Tableau 12 : Corrélation de Pearson entre les parameétres climatiques et les teneurs en composés phénoliques.
Moyenne des température (T, °C) ; rayonnement solaire cumulé (SI, kW.m?2) ; précipitation (RAIN, mm) ;
humidité relative (RH, %) ; acide 5-O-caféoylquinique (5-CQA), acide 4-O-caféoylquinique (4-CQA), acide 3,4-
O-dicaféoylquinique (3,4-diCQA), acide 3,5-O-dicaféoylquinique (3,5-diCQA), acide 4,5-O-dicaféoylquinique
(4,5-diCQA), acide 5-O-féruloylquinique (FQA) ; Mangiférine (Mang) ; parahydroxybenzoate de mangiférine
(Mang-OHbenz) ; flavone-di-C-hexose (F-dihex) ; quercétine 3-O-dihexose-déoxyhexose (Q-dihex-dhex) ;
quercétine 3,4-di-O-glucoside (Q-diglu) ; rutine (Rutin), kaempférol 3-O-dihexose-déoxyhexose (K-dihex-dhex)
; kaempférol 3-O-hexose-déoxyhexose (K-hex-dhex) ; catéchine (catechin) et épicatéchine (Epicat). p <0.05 : * ;
p<0.01 : ** ; p<0.001 : *** ; ns : non significative

. o Parametre climatiques
Caractéristiques foliaires

SI RAIN RH

Composés phénoliques

5-CQA 0,010ns  -0,108ns -0,625*** (,124ns
4-CQA 0,225ns  0,217ns -0,416*** -0,070ns
CQAs 0,026ns  -0,088ns  0,631%**  0,114ns
3,4-diCQ 0,187ns  -0,155ns -0,449*%*  -0,002ns
3,5-diCQ -0,281ns  -0,533***  -(,265ns 0,357*
4,5-diCQ 0,531***  0,201ns -0,145ns -0,306%*
diCQs -0,002ns  -0,356* -0,326* 0,165ns
FQAs 0,329* 0,028ns -0,045ns  0,554%**
F-dihex 0,706%**  (0,463** -0,020ns -0,299ns
Q-dihex-dhex 0,367* 0,650***  -0,016ns -0,295ns
Q-diglu 0,416** 0,605*%**  0,011ns -0,442%*
Rutin 0,137ns 0,077ns 0,304* -0,064ns
K-dihex-dhex 0,583*%*  (,339%* 0,224ns -0,348**
K-hex-dhex 0,669%**  (0,497***  (,180ns 0,525%**
Flavonoides glycosylés 0,543%%* (,435** 0,156ns -0,302ns
Catéchine 0,078ns 0,013ns -0,558*** 0,272ns
Epicatéchine 0,235ns 0,168ns -0,481*** -0,009ns
Flavanols 0,163ns 0,090ns 0,582%** 0,164ns
Mangiférine 0,216ns -0,135ns 0,032ns 0,126ns
Mang-OHbenz 0,410%* 0,033ns -0,037ns -0,046ns
Xanthones 0,225ns -0,130ns 0,030ns 0,121ns




La co-inertie permet de visualiser les relations entre parametres climatiques et teneurs
en composés en fonction des années (Figure 23). La figure 23A illustre cette corrélation. L axe
C1 oppose I’humidité relative aux deux autres parameétres : température et rayonnement solaire.
Tous les flavonoides, exceptés la rutine, deux acides chlorogéniques (FQA et 4,5-diCQ) et la
mangiférine, mais trés faiblement, semblent avoir une relation positive avec le rayonnement
solaire et la température. La teneur en 3,5-diCQ a montré une corrélation positive avec
I’humidité relative. Sur 1’axe C2 les précipitations semblent avoir une relation négative avec les
flavanols (catéchine et épicatéchine) ainsi qu’avec les 4-CQA, 5-CQA et 3,4-diCQ.

La figure 23A montre que 1’accumulation en flavonoides, exceptée celle de la rutine, a
augmenté avec I’intensité du rayonnement solaire et la température, alors que les flavanols et
la plupart des acides chlorogéniques ont ét¢ accumulés quand les précipitations ont diminuég.
Elle souligne également que les parametres climatiques n’ont qu’un faible impact sur la
synthése de la mangiférine et que les isomeres de diCQs ont répondu différemment aux
variations climatiques (rayonnement solaire, température et humidité relative).

La figure 23B représente la distribution des individus de chaque prélévement en fonction des
composés phénoliques accumulés. Il est intéressant de noter que durant la premicre année,
aucune différence n’a été réellement notée entre les prélévements effectués aux différentes
altitudes (représentée en orange), alors qu’une forte dispersion a été observée pour les deux
autres années. Cette répartition semble étre liée aux précipitations pour la deuxiéme année de
récolte (représentée en bleu) et aux rayonnements solaires et/ou a la température pour la

troisieme année (représentée en violet).

En conclusion, les deux analyses ont permis de définir quelques relations entre
les teneurs en composés et les parametres climatiques : une corrélation positive entre
les teneurs en composés phénoliques et deux parameétres climatiques (température et
rayonnement solaire) et une corrélation négative entre les teneurs en CQAs, en

flavanols et les précipitations.
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Figure 23 : Co-inertie décrivant la réponse entre parameétres climatiques et composés phénoliques pour les trois
années de récolte

1.3.4.Comparaison des teneurs en composés des feuilles jeunes et des feuilles

matures

Le test ¢ de Student a été réalisé sur les individus recueillis en deuxiéme année (2015),
a la station intermédiaire afin de connaitre les groupes de composés accumulés par les feuilles
juvéniles et de déterminer, par la suite, les composés synthétisé€s au stade mature (Tableau 13).
D’apres les résultats du test 7, les CQAs, les diCQs et les flavanols, plus particuliérement
I’épicatéchine, ont été significativement plus accumulés dans les feuilles jeunes (p<0,05). Par
contre, aucune variation importante de la teneur en FQA en fonction du stade de la feuille n’a
¢été observée.

Parmi les flavonoides glycosylés, une concentration élevée en rutine a été¢ enregistrée
chez les feuilles jeunes et ce composé est majoritaire. Quant aux autres flavonoides glycosylés,
exceptée la rutine (FG — R), des teneurs significativement importantes ont été notées dans les
feuilles de stade mature. Les kaempférols glycosylés ont été absents des jeunes feuilles a cette
altitude, tout comme dans les feuilles matures. Quant aux xanthones, elles ont été¢ plus
accumulées par les feuilles jeunes (différence significative) et représentées principalement par
la mangiférine. Le parahydroxybenzoate de mangiférine a été plus concentré chez les feuilles

matures mais ses teneurs n’ont pas présenté de différence significative.

En conclusion, il semble que les flavanols, les CQAs et les diCQs ainsi que la
rutine et la mangiférine sont les composés fortement accumulés au stade juvénile. Ce
résultat laisse supposer que leur biosynthése est majoritairement réalisée a ce stade de

croissance des feuilles.
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Tableau 13 : Comparaison des moyennes des teneurs en composés phénoliques dans les feuilles trés jeunes et
matures des individus cueillis en 2015 a 1050 m. feuille jeune (FJ) ; feuille mature (FM).

acide 5-O-caféoylquinique (5-CQA), acide 4-O-caféoylquinique (4-CQA), acide 3,4-O-dicaféoylquinique (3,4-
diCQA), acide 3,5-O-dicaféoylquinique (3,5-diCQA), acide 4,5-O-dicaféoylquinique (4,5-diCQA), acide 5-O-
féruloylquinique (FQA) ; flavone-di-C-hexose (F-dihex) ; quercétine 3-O-dihexose-déoxyhexose (Q-dihex-dhex)
; quercétine 3,4-di-O-glucoside (Q-diglu) ; kaempférol 3-O-dihexose-déoxyhexose (K-dihex-dhex) ; kaempférol
3-O-hexose-déoxyhexose (K-hex-dhex) ; rutine (Rutin) ; Mangiférine (Mang) ; parahydroxybenzoate de
mangiférine (Mang-OHbenz) . Flavanols : somme de la teneur en catéchine et épicatéchine. CQAs : somme de la
teneur en 5-CQA et 4-CQA. DiCQs : somme de la teneur en 3,4-diCQA, 3,5-diCQA, 4,5-diCQA. FG —R . somme
de la teneur en quercétine glycosylés sans la rutine. FG : somme de la teneur de tous les flavonoides glycosylés.
Xanthones : somme de la mangiférine et le parahydroxybenzoate de mangiférine. Test statistique : Test z, p<0,05.

Composés phénoliques FJ FM Valeur t p
Catéchine 1,209 1,380 1,596 0,149
Epicatéchine 2,244 *** 1271 -7,271 0,000
Flavanols 3,453 *** 2,651 -5,062 0,001
5-CQA 7,411 *** 3706 -9,512 0,000
4-CQA 0,103 0,216 *** 4,873 0,001
CQAs 7,515 *** 3922 -9,376 0,000
3,4diCQ 0,032 0,023 -2,173 0,061
3,5diCQ 1,073 *** (0,055 -8,334 0,000
4,5diCQ 0,085 *** 0,024 -8,261 0,000
DiCQs 1,192 *** (0,103 -8,608 0,000
FQA 0,000 0,004 1,418 0,194
F-dihex 0,072 0,502 *** 6,550 0,000
Q-dihex-dhex 0,004 0,073 *** 8,989 0,000
Q-diglu 0,031 0,348 *** 5,133 0,001
FG-R 0,036 0,422 *** 5,874 0,000
K-dihex-dhex 0,000 0,000
K-hex-dhex 0,000 0,000
Rutin 1,456 *** 0,821 -3,622 0,007
FG 1,746 1,566 0,731 0,485
Mangiférine 4,675 *** 1,308 -8,420 3,014
Mang-OHbenz 0,028 0,033 0,920 0,384
Xanthones 4,703 *** 1,342 -8,417 0,000

La présence des différents composés phénoliques dans les feuilles matures pourrait étre
associée a une synthese en réponse a un facteur environnemental mais également a une teneur
constitutive liée a une synthese précoce dans les feuilles au stade plus jeune. Aussi, nous avons
¢tudi¢ le niveau d’expression des génes de la voie de biosynthése des composés phénoliques
non seulement entre feuilles matures soumises a différentes conditions de culture, mais

¢galement entre feuilles jeunes et matures.
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1.4.1.Comparaison de I’expression des génes en fonction de I’altitude dans les

feuilles matures

La moyenne de I’expression des génes de trois individus cultivés au soleil a été calculée
pour I’année 2015 sur les trois stations (trois altitudes différentes). L’annotation a été effectuée
sur la base des 25 574 génes issus du séquengage de C. canephora (Denoeud et al., 2014). Dans
cette partie de notre étude, nous nous sommes focalisés sur les génes impliqués dans la voie de
biosynthese des phénylpropanoides. En présence d’un grand nombre de génes homologues (en
particulier dans la voie des flavonoides), seuls ont été retenus ceux présentant une forte
homologie de séquence avec un paralogue identifi¢ chez Solanum lycopersicum (tomate), plante
possédant la méme capacité d’accumulation en acides chlorogéniques que les caféiers. Les
moyennes d’expression de ces différents génes et leur comparaison, deux a deux, entre les
différentes altitudes sont portées dans le tableau 14.

Nous avons noté que tous ces genes ont été faiblement exprimés, excepté¢ C4H1, géne
de la coumarate hydroxylase et par conséquent, leurs valeurs de RPKM sont inférieures a 100.

Cependant, des différences significatives ont été notées, en particulier au niveau des
genes homologues impliqués en début de la voie de biosynthese des phénylpropanoides (PAL,
C4H et 4CL) et ceux de la voie de synthese des flavonoides. En effet, tous les genes engagés
dans cette premicre étape de la voie (CHS, F3H ou F3’H), excepté CHI, ont présenté une
différence significative d’expressions entre les altitudes extrémes (650 m et1250 m) et I’altitude
intermédiaire (1050 m). Les mémes variations ont été¢ également notées pour les genes
impliqués dans la synthése des flavanols (ANR et LAR), exceptée ANS et des flavonols (sauf
DFR). 11 faut cependant souligner que tous les homologues n’ont pas été différentiellement
exprimés et que les différences d’expression n’ont pas toujours €ét€¢ notées en comparant les
mémes altitudes. Ainsi, seulement trois des 4 geénes homologues de FLS (codant pour les
flavonols synthases) ont montré une différence significative.

En s’intéressant aux genes de glycosylation tels que F3GT ou F3RT, seulement un a
deux homologues ont généralement présenté des résultats probants, en comparant les altitudes
extrémes a l’altitude intermédiaire. Seul F3RT 11 a eu une différence d’expression
statistiquement notoire entre les arbres cultivés a 650 m et ceux cultivés a 1250 m.

Pour les geénes codants impliqués dans la voie de biosynthése de la lignine, peu d’entre
eux ont subi une différence significative, exceptés HQOT dans la voie de synthése des acides

chlorogéniques, CCRI et CAD3, dans celle de la lignine.
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En résumé, I’analyse de I’expression des genes impliqués dans la voie de
biosynthése des phénylpropanoides, au niveau des feuilles matures prélevées
quatre heures apres le lever du soleil, montre que ces génes ont été faiblement
exprimés et qu’ils ont présenté des différences significatives d’expression selon
I’altitude a laquelle sont plantés les caféiers. Des différences d’expression ont été
¢galement notées sur les branches de la voie de synthése, mais les plus fréquentes
se trouvent dans la voie commune (voie générale des phénylpropanoides) et au

début de la voie de synthese des flavonoides.

Sur la figure 24 montrant le schéma de la voie des phénylpropanoides, ont été portées
les valeurs moyennes d’expression des homologues de geénes pour lesquels des différences
significatives d’expression entre altitudes ont été notées (KEGG Database ; NCBI Database).
Il apparait que sur les quatre branches représentées : la voie principale des phénylpropanoides
(voie a), la voie de la lignine (voie b), la voie des flavanols (voie c) et la voie des
flavonoides (voie d), la majorité des génes présentant une différence significative d’expression
appartiennent aux individus cultivés a 1050 m.

Sur cette méme figure, ont ét¢ portées les valeurs des teneurs en composés
correspondant a chaque voie de biosynthese. Il a été observé que les teneurs totales en CQAs et
flavanols ont diminu¢ avec I’altitude alors que celles des flavonoides glycosylés ont augmenté
a Paltitude intermédiaire. Ce dernier profil d’accumulation de composés correspond au profil
d’expression des génes de la voie des phénylpropanoides qui a montré de plus fortes expressions

a 1050 m que sur les deux autres stations.

Ainsi, il n’y a pas de correspondance entre le profil d’expression des genes et la

teneur en composé sauf pour les flavonoides glycosylés

II faut cependant rappeler que la comparaison des teneurs en composés phénoliques aux
données météorologiques a permis de montrer que la concentration en flavonoides glycosylés
dans les feuilles matures a été corrélée a la température et a la lumicre. D’autre part, les
¢chantillons de feuilles analysés dans cette partie du travail ont été prélevés durant I’année 2015
qui a été marquée par une quantité cumulée de rayonnements solaires plus forte a 1050 m par

rapport a celle des deux autres stations (Tableau 6). Aussi, I’accumulation de flavonoides
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glycosylés dans les feuilles matures a 1’altitude intermédiaire peut €tre interprétée comme une
réponse de celles-ci (radiations solaires).

D’autre part, la comparaison des teneurs en composés phénoliques dans les feuilles
matures avec celles des feuilles juvéniles nous a laissé supposer que certains d’entre eux ont été
synthétisés préférentiellement dans les feuilles juvéniles. Nous avons donc comparé
I’expression des genes de la voie de biosyntheése des phénylpropanoides dans les feuilles

matures et les feuilles jeunes.
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Figure 24 : Diagramme représentant les génes de la voie de biosynthése des phénylpropanoides exprimés en RPKM
avec les teneurs en composés exprimées en pourcentage de matiére séche
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Tableau 14 : Moyennes du niveau d’expression, exprimées en « Reads Per Kilobase and per Million » (RPKM),
des différents homologues des génes de la voie des phénylpropanoides dans les feuilles matures de C. arabica cv
Marsellesa cultivé aux trois altitudes et valeurs de p de la comparaison deux a deux des moyennes (N = 3) dans le
logiciel EdgeR (notées en bleu lorsque la valeur est inférieure a 0,05). Annotation des génes réalisée en utilisant
le séquencgage de C. canephora
Source : Denoeud et al., 2014

Voie de
biosynthese .
Zes Famille de géne Nofn des Numer.o RPKM P value
, genes d’accession
composés
phénoliques
650 1050 | 1250 | 1050/ | 1050/ | 650/
m m m 650 1250 | 1250
PALI Cc02 gl11230( 12,03 | 19,43 | 14,50 | 0,484 | 0,359 | 0,827
Phénylalanine PAL?2 Cc06_g03980( 9,23 | 25,53 | 9,13 | 0,009 | 0,001 | 0,406
ammonia-lyase (PAL) | PAL3 Cc01 g10880( 15,93 | 20,53 | 8,87 | 0,901 | 0,001 | 0,001
PAL4 Cc00_g20750( 23,20 | 59,37 | 21,83 | 0,006 | 0,000 | 0,359
. C4H1 Cc01_g15360| 43,07 13,7 39,47 | 0,015 | 0,001 | 0,306
Trans-cinnamate 4- 0
monooxygénase C4H2 Cc00_g10050| 10,93 | 36,23 | 13,30 | 0,000 | 0,000 | 0,858
(C4H) C4H3 Cc00_g05190| 0 0 0 NA NA NA
Phénylpropa C4H4 Cc00_g00170| O 0 0 NA NA NA
noides 4CL1 Cc06_g13370| 25,10 | 14,03 | 22,07 | 0,007 | 0,212 | 0,140
PPP 4CL2 Cc04 g05510( 14,93 | 31,37 | 18,67 | 0,053 | 0,018 | 0,656
4CL-L1 Ccl0_g00840| 7,37 | 9,77 | 8,00 | 0,781 | 0,353 | 0,516
4CL-L2 Cc04 g09970| 15,47 | 17,60 | 24,07 | 0,833 | 0,379 | 0,503
4-coumarate-CoA 4CL-L3 Cc08_g03990| 0,07 0,03 0,17 | 0,646 | 0,141 | 0,323
ligase (4CL) 4CL-L4 Cc02 _g10610| 0,03 0 0 NA NA NA
4CL-L5 Cc01_gl10510{ 0,03 0 0 NA NA NA
4CL-L6 Cc06_g04280( 7,23 | 7,43 | 11,17 | 0,899 | 0,139 | 0,174
4CL-L7 Cc07 _g03940( 0,13 | 0,37 | 0,33 | 0,102 | 0,783 | 0,174
4CL-L8 Cc02 g02860( 10,43 | 40,00 | 13,90 | 0,000 | 0,000 | 0,930
Hydroxycinnamoyl-
CoA shikimate
/quinate HCT Cc04 05230 5,70 | 7,73 | 6,00 | 0,874 | 0,520 | 0,627
hydroxycinnamoyl
transférase (HCT)
Hydroxycinnamoyl-
Biosynthese CoA quinate HOT Cc06_g14760| 10,93 | 20,17 | 11,67 | 0,094 | 0,011 | 0,376
des esters hydroxycinnamoyl
caféoyls transférase (HQT)
Monooxygénase/p- C3'HI Cc06_g20390| 47,73 | 78,53 | 59,50 | 0,227 | 0,238 | 0,978
by d‘;giry“lzrsaeti é Ty | 2 Cc00_g08150] 2,07 | 1,40 | 2,03 | 0,141 | 0266 | 0,718
CCoAOMTI | Cc02_gl18970( 75,73 | 70,07 | 73,33 | 0,307 | 0,835 | 0,219
Cafloyl-CoA -0 | CCoAOMT= | (6 o11010| 5,63 | 470 | 553 | 0243 | 0,708 | 0429
Biosynthése Methyltransférase L1
de la lignine (CCoAOMT) ESOAOMT- Ccll _g06680| 27,43 | 27,47 | 28,77 | 0,554 | 0,713 | 0,338
Cinnamoyl-CoA CCRI Cc00 g08940( 8,57 | 15,00 | 11,63 | 0,037 | 0,308 | 0,640
Réductase (CCR) CCR2 Cc04 ¢05040| 38,97 | 38,57 | 35,30 | 0,281 | 0,682 | 0,138
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Voie de

biosynthése i
ZZS Famille de gene NoTn des Numer.o RPKM P value
, genes d’accession
composes
phénoliques
650 | 1050 | 1250 | 1050/ | 1050/ | 650/
m m m | 650 | 1250 | 1250
CADIla Cc00 g23810] 527 | 6,43 | 5,13 | 0,799 | 0,380 | 0,260
CADIb Cc01_g04750] 12,27 | 17,37 | 1497 | 0,632 | 0,290 | 0,563
Cinnamyl alcool | CAD2 Cc00_g06680] 10,60 | 11,50 | 10,00 | 0,732 | 0,356 | 0,207
déshydrogénase CAD3 Cc00_g06650( 14,97 | 15,93 | 11,97 | 0,591 | 0,123 | 0,039
(CAD) CAD4 Cc00_g06700] 533 | 5,67 | 4,63 | 0,463 | 0,350 | 0,097
. ‘ CAD6 Cc02_g29030] 8,30 | 13,17 | 6,53 | 0,429 | 0,051 | 0,123
Biosynthése
L CAD7 Cc07 g13720] 2,40 | 2,43 | 3,60 | 0,985 | 0,252 | 0,260
de la lignine Feralate 5
Hydroxylase (Fsty | FoE-1ke Cc07 10360 29,00 | 58,90 | 42,13 | 0,113 | 0,386 | 0,468
acide caféique/5- | COMTI Cc02_g00760| 14,87 | 12,67 | 17,87 | 0,295 | 0,240 | 0,897
hydroxyférulique | COMT2 Cc01_g04680] 2,67 | 2,10 | 227 | 0,158 | 0,709 | 0,301
O-Methyltransférase | COMT3 Cc00 _g12180| 1,63 1,87 2,07 | 0,763 | 0,741 | 0,977
(COMT) COMT4 Cc00 g20770] 0 | 0,17 | 007 | NA | NA | NA
Chalcone Synthase |-CHSIA Cc00_g32030] 20,63 | 19,53 | 15,40 | 0,005 | 0,828 | 0,003
(1) CHSIB Cc00 19010 17,20 | 14,37 | 14,57 | 0,015 | 0,666 | 0,045
CHSIC Cc03_g07320] 8,90 | 12,20 | 7,33 | 0,390 | 0,050 | 0,005
Chalcone Isomérase | CHI Cc02_g08570] 26,13 | 37,60 | 29,17 | 0,988 | 0278 | 0,285
(CHI) CHI-L Cc02_g05390] 8,50 | 13,07 | 7,20 | 0,748 | 0,053 | 0,107
F3H 1 Cc07 gl0740] 26,10 | 36,20 | 16,73 | 0,589 | 0,009 | 0,002
F3H 3 Cc02_g18330] 12,70 | 17,23 | 13,20 | 0,874 | 0,305 | 0,386
Flavanone 3-
Hydroxylase (F3H) |27 Cc03_g07510] 5,63 | 6,93 | 7,07 | 0,757 | 0,652 | 0,887
F3H 5 Cc02_g00770] 25,40 | 27,67 | 39,23 | 0,265 | 0,623 | 0,110
F3H 2 Cc06_g20380] 4,00 | 13,13 | 6,73 | 0,002 | 0,008 | 0,646
F3'H 5 Cc09 g06360] 1,63 | 2,20 | 1,33 | 0,883 | 0,155 | 0,203
Flavonoid F3'H 3 Cc00 gl4670] 4,17 | 3,47 | 4,17 | 0,089 | 0,968 | 0,096
monooxygénase F3’H 2 Cc00_g28140( 0,50 1,47 0 0,002 | 0,066 | 0,000
(F3’H) F3'H I Cc00 _g01250] 0,03 | 0,03 | 0,03 | NA | NA | NA
Biosynthése F3'H 4 Cc08_g13140] 5,10 | 4,97 | 6,60 | 0,510 | 0,616 | 0,874
des DFR 3 Cc01_g04630] 3,43 | 3,30 | 4,17 | 0,200 | 0,640 | 0,413
flavonoides Dihydroflavonold- DFR 1 Ccl0_g04290] 737 | 8,10 | 10,70 | 0,985 | 0,509 | 0,498
Réductase (DFR) |LER Cc02_g28500] 19,60 | 29,50 | 23,77 | 0,460 | 0,194 | 0,575
DFR 5 Cc02_g36730] 26,03 | 21,10 | 25,57 | 0,213 | 0,940 | 0,242
DFR 6 Cc02_g23910] 1027 | 12,33 | 13,30 | 0,953 | 0,941 | 0,988
DFR 2 Cc07 g09810] 0,53 | 1,07 | 0,77 | 0,172 | 0,306 | 0,725
s;rf:‘h‘;csia(":;g‘; ANS Cc08 ¢13720| 1,33 | 3,83 | 2,00 | 0,096 | 0,159 | 0,796
Rigi‘t’:z:‘(lf;ﬁ) ANR Cc00_g13610] 0,93 | 4,73 | 3,03 | 0,000 | 0,162 | 0,003
L?ggj:f:::?ﬁg‘)m LAR Cell g10630| 3,60 | 9,83 | 6,90 | 0,006 | 0,176 | 0,150
FLS 3 Ccl0_gl1070] 24,73 | 28,73 | 11,63 | 0,043 | 0,015 | 0,000
Symhazjg;’il:;onﬁ_ FLS 1 Cc06_g20380] 4,00 | 13,13 | 6,73 | 0,002 | 0,008 | 0,646
FLS 2 Cc00_gl2470] 1407 | 4,67 | 23,53 | 0,000 | 0,000 | 0,524
hydroxylase (FLS)
FLS 4 Cc08_gl1560] 5,63 | 9,83 | 6,40 | 0,548 | 0,284 | 0,637
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Voie de
biosynthése ,
des Famille de géne NoTn des ’Numer.o RPKM P value
; génes d’accession
composés
phénoliques
650 1050 1250 | 1050/ | 1050/ | 650/
m m m 650 1250 1250
F3GT 2 Cc04 ¢12890| 0,70 0,83 0,73 NA NA NA
Flavonol 3-O- F3GT 4 Cc03 g10590| 7,43 | 10,63 | 11,30 | 0,469 | 0,958 | 0,437
glucosyltransférase | F3GT 5 Cc06_g04680| 0,53 0,37 0,63 NA NA NA
(F3GT) F3GT_1 Ccl10_g04750{ 0,17 1,20 0,10 | 0,006 | 0,000 | 0,321
F3GT o Cc06_g04650( 8,17 | 11,33 | 10,80 | 0,530 | 0,602 | 0,915
F3GT 3 Cc06_g04640| 3,73 | 4,33 5,20 | 0,930 | 0,665 | 0,603
F3RT 3 Cc07 g13910{ 0 0 0 NA NA NA
. . F3RT 4 Cc05 gl1640| 8,17 | 9,17 | 6,77 | 0,803 | 0,379 | 0,260
Biosynthese = =
des F3RT 5 Cc01_g16510| 1,77 1,73 1,47 | 0,315 | 0,969 | 0,336
. F3RT 8 Ccl0_g08470| 0,23 | 0,20 | 0,33 NA NA NA
flavonoides = =
F3RT 6 Cc01 _g16590| 0,03 0 0,03 NA NA NA
Flavonol-3-O- — =
| e L F3RT 1 Cc07 _g13900| 14,80 | 36,37 | 17,13 | 0,026 | 0,012 | 0,773
ghicoside L~ F3RT 9 Cell _g01180] 3533 | 27,37 | 36,87 | 0,111 | 0,348 | 0,509
rhamnosyltransférase = =
F3RT 10 Cc02_g14190| 2,17 2,73 1,97 | 0,867 | 0,213 | 0,282
F3RT 11 Cc05_gl11630{ 9,10 | 14,27 | 10,37 | 0,398 | 0,184 | 0,039
F3RT 12 Cc01_g16600| 0,03 | 0,03 | 0,23 NA NA NA
F3RT 7 Ccl0 g13040| 4,50 | 523 | 420 | 0,564 | 0,485 | 0,204
F3RT 2 Cc07_g13920{ 9,40 6,30 8,93 | 0,079 | 0,335 | 0,421

1.4.2. Comparaison de ’expression des génes en fonction de I’age des feuilles

La comparaison de I’expression des genes par les feuilles matures avec celle des feuilles

au stade juvénile a été réalisée sur les caféiers cultivés a I’altitude intermédiaire. Cette étude a

montré que pratiquement tous les geénes ont été surexprimés dans les feuilles jeunes, excepté

ceux impliqués dans les derniéres étapes de la biosynthése des monolignols (Figure 25). Par

contre, les taux en flavonoides glycosylés autres que la rutine ont été nettement plus importants

dans les feuilles matures permettant de déduire que leur synthése pourrait alors se produire

notamment a ce stade de développement.

Dans leur ensemble, ces résultats semblent montrer que la syntheése des
différents composés phénoliques soit répartie au cours de la croissance de la feuille
et que, dans les feuilles matures, les flavonoides glycosylés sont synthétisés en
réponse a la lumicre. Cependant, la surexpression des genes de glycosylation dans
la voie de biosynthese des flavonoides chez les feuilles matures n’est que faiblement

traduite par les différences de teneurs en flavonoides glycosylés.
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Figure 25 : Heatmap représentant les génes de la voie de biosynthése des phénylpropanoides exprimés en
logRPKM avec les diagrammes de la teneur en composés exprimée en pourcentage de matiére séche des individus
récoltés en 2015 sur les feuilles jeunes et matures
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Plusieurs auteurs ont soutenu que les traits morphologiques des végétaux, dont la surface
foliaire, ont tendance a étre fortement corrélés avec le climat, comme chez Encelia farinosa,
Picea abies, Alnus sinuata et Betula papyrifera (Sandquist et Ehleringer, 1997 ; Oleksyn et al.,
1998 ; Benowicz et al., 2000). Xue-jun et ses collaborateurs (2013) ont montré que, chez Zea
mays, la période de croissance augmente avec 1’altitude et est en liaison avec une diminution
de la température.

Nos résultats ont aussi permis d’associer la croissance des feuilles a ’altitude et a la
température, mais €également a 1’humidité relative, comme le suggeérent Wang et ses
collaborateurs (2015). Par contre, la croissance générale de la plante ne peut étre reliée a aucun
des paramétres climatiques.

L’analyse biochimique par LC-MS a mis en évidence pour la premiére fois la présence
de deux composés dans les feuilles de C. arabica : I’iriflophénone-C-glucoside et un dérivé de
xanthone, le parahydroxybenzoate de mangiférine. Leur présence semble indiquer que la
synthese de la mangiférine a été réalisée via la benzophénone synthase comme ce qui a été
décrit chez Anemarrhena asphodeloides, Hypersicum androsaemum et Cyclopia genistoides
(Fujita et Inoue, 1981 ; Schmidt et Beerhues, 1997 ; Joubert et al., 2014). D’autre part,
contrairement aux résultats trouvés par Ratanamarno et Surbka (2017), des dérivés de
gallocatéchine n’ont pas été détectés. Enfin, ces analyses ont confirmé la présence de dérivés
de quercétine et de kaempférol glycosylés déja observés par Martins et ses collaborateurs
(2014) dans les feuilles de la variété « Catuai Vermelho IAC 44’ » de Coffea arabica.

Une analyse de corrélation entre la teneur en composés phénoliques et les
caractéristiques climatiques a révélé que les teneurs en flavonoides dans les feuilles matures
ont tendance a croitre avec la température et le rayonnement solaire et que celles en CQAs et
en flavanols ont diminué lorsque les précipitations ont augmenté. Il est intéressant de voir que
des composés appartenant a la méme famille ne suivent pas les mémes évolutions en fonction
d’un méme parametre climatique donné. Ainsi, les trois isomeres de diCQs ont présenté des
relations différentes avec la température et le rayonnement solaire cumulé, résultat déja observé
chez les grains de Coffea arabica (Joét et al., 2010). Contrairement aux flavonoides glycosylés,
la teneur en rutine n’a été corrélée ni avec la température ni avec le rayonnement solaire dans
les feuilles matures. D’autre part, I’analyse du contenu des feuilles jeunes en flavonoides
glycosylés a montré que la synthése de chaque composé de cette famille a évolué au cours de
la croissance de la feuille, la rutine étant surtout accumulée par les feuilles jeunes, alors que les

autres composés glycosylés sont spécifiquement produits dans les feuilles matures. L’étude
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transcriptomique semble confirmer la forte concentration en flavonoides glycosylés, autres que
la rutine, dans les feuilles matures en corrélation avec 1’intensité lumineuse. Ces résultats sont
en accord avec ceux de Martins et ses collaborateurs (2014) sur la réponse des caféiers aux
radiations UV-B (Vidovi¢ ef al., 2017). Le role important des dérivés de quercétine dans la
photoprotection est attribué a la présence du noyau B ortho-dihydroxylé des flavonoides qui
constituerait un écran protecteur contre les rayonnements UV (Agati et al., 2011 ; Agati et al.,
2013 ; Zhang et al., 2017b).

En étudiant 1’évolution de la teneur en composés phénoliques, leur niveau de
biosynthese et la relation composé/climat, des marqueurs biochimiques et génétiques ont été
mis en évidence chez C. arabica var. Marsellesa cultivé en plein soleil. L’ensemble des
composés phénoliques, de part I’évolution de leur teneur, peut étre considéré comme marqueur
du stade de développement de la feuille, alors que les CQAs, les flavanols et les flavonols
glycosylés pourraient constituer les marqueurs d’adaptation aux conditions hydriques,
lumineuses et thermiques. Les genes impliqués dans la glycosylation des flavonols,
particuliérement exprimés chez les feuilles matures en condition de forte lumiére, pourraient

servir de marqueurs de I’adaptation aux radiations solaires.
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Résultats

Partie II : Effets de ’ombrage sur Coffea

arabica var. Marsellesa cultivé a deux

altitudes extrémes
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II. Effets de ’ombrage sur Coffea arabica var. Marsellesa cultivé a deux altitudes
extrémes

Le dispositif expérimental se compose de trois stations dont deux se situent dans des
zones limites pour la culture des Arabicas. En effet, ces altitudes présentent des facteurs
limitants pour cette espece a savoir les températures de la journée tres €levées et "humidité
faible a 650 m d’altitude, les basses températures de la nuit, I’ensoleillement faible et I’humidité
importante a 1250m.

Cette partie consiste a comparer le développement des plantes cultivées sous ombrage
a celui des plantes exposées au soleil pour en déduire I’impact de I’intensité lumineuse sur la
réponse des caféiers dans ces deux stations dont les conditions de culture peuvent générer du

stress. L’étude a été réalisée sur 20 individus.

Les tableaux 15 et 16 présentent les différences morphologiques de la plante entiere et
des feuilles matures entre une culture sous ombrage (SO) et une culture en plein soleil (PS) a
chacune des altitudes durant I’année 2015. Ces résultats montrent qu’a basse altitude, seule la
hauteur des plantes est statistiquement différente (élevée sous ombrage) alors qu’a haute
altitude, la hauteur des plantes, le diamétre de leur tronc et le nombre d’entre-nceuds sont
statistiquement plus faibles sous ombrage. Ces résultats semblent indiquer un effet négatif de
I’ombrage sur la croissance des caf€iers, surtout en haute altitude. En comparant la croissance
générale des caféiers entre les deux altitudes, il est a noter que les individus cultivés en altitude
¢levée ont une croissance plus faible que ceux en basse altitude qu’ils soient placés a I’ombre
ou en plein soleil. En effet, a 1250 m, I’intensité lumineuse est 15% plus faible en 2015
(Tableau 6).

La différence de croissance entre stations est encore plus marquée a [’ombre qu’au
soleil. Les mesures effectuées sur les feuilles attestent une croissance plus grande des feuilles
de caféiers sous ombrage, quelle que soit I’altitude (valeurs statistiquement différentes a
p<0,05). Pour la comparaison des parametres morphologiques, la longueur et la largeur des
feuilles sont, en moyenne, 1,25 fois plus grandes a I’ombre. Ce qui donne une valeur de surface
foliaire 66% et 50% supérieure a la plus basse et a la plus haute altitude respectivement. Le
poids sec varie dans le méme sens et présente une valeur trés faible pour les plantes cultivées
en plein soleil a basse altitude. Etonnamment, contrairement a ce qui a été observé a basse

altitude, I’ombrage entraine une diminution du poids spécifique des feuilles a haute altitude.
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Quant a la densité stomatique, I’ombrage a entrainé une baisse de celle-ci, ¢galement

notée en fonction de ’altitude.

Ainsi, les conditions d’ombrage ont un effet négatif sur la croissance générale
des plantes a une altitude élevée mais favorisent la croissance foliaire a basse et haute

altitudes.

Tableau 15 : Tailles des plants de Coffea arabica var. Marsellesa et des feuilles matures cultivés a deux altitudes
extrémes avec ou non exclusion de 50% de la lumicre PS : plein soleil, SO : sous ombrage. Mesures effectuées en
2015. Test statistique : Mann-Whitney’s (o = 0,05)

Caractéristiques morphologiques

Plante Feuilles matures
Altitude Condition  Hauteur (cm) Diamétre (cm)  Entre-nceuds (N) Longueur Largeur (mm)
(m) (mm)
650 PS 114,77 £ 17,02 32,64 +5,42 24,82 + 3,15 119,10 + 1,20 54+ 0,54
Colpos SO 127,02 £ 20,04 30,95 + 6,81 24,28 £ 4,61 151,20+ 2,14 70,5+ 0,91
p 0,024 0,274 0,688 <0,0001 <0,0001
1250 PS 108,08 £ 12,69 27,21 £2,55 22,25 +0,96 161,20+ 1,30 75,90 + 0,67
Inifap SO 92,75 +10,78 20,96 £3.41 17,83 +£2,33 190,90+ 1,24 96,20+ 0,74
p 0,006 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

Tableau 16 : Surfaces foliaires, poids secs, poids spécifiques et densités stomatiques des feuilles matures de C.
arabica var. Marsellesa cultivés a deux altitudes extrémes avec ou non exclusion de 50% de la lumiére.
PS : plein soleil, SO : sous ombrage. Mesures effectuées en 2015, Test statistique : Mann-Whitney’s (a = 0,05)

Caractéristiques morphologiques

Feuilles matures

Al(t;t;de Condition Surfa(ie;r;fz(;halre Poids sec (g) Po1c(1rsn ;}:/):rcrg;que Denm(t;:I /sr;(;rlr;;lthue
650 PS 48,47 +£9,27 0,43 £ 0,09 8,94 £0,97 209,4+222
Colpos SO 80,85 +20,30  0,77£0,20 9,54 + 0,82 178,8+ 13,5
p <0,0001 <0,0001 0,004 0,005
1250 PS 91,92+ 14,58  0,82+0,14 8,98 + 0,88 174,7 £18,4
Inifap SO 137,78 17,93  1,13+£0,21 8,31 £2,11 141,6 £13,5
p <0,0001 <0,0001 <0,0001 0,001

I1.2.1. Effets de ’ombrage sur le contenu foliaire en sucres

Les résultats du dosage des sucres libres par la chromatographie d’échange d’ions chez

les caféiers cultivés aux deux altitudes extrémes (650 m et 1250 m) et a deux conditions de

luminosité (plein soleil et 50% d’exclusion d’ombrage) sont présentés dans le tableau 17.
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IIs montrent que quelles que soient les conditions de culture, le saccharose et ’amidon
constituent les sucres majoritaires rencontrés dans les feuilles de caféiers. Ainsi, les teneurs en
saccharose varient de 3,33% (a ombre, a haute altitude) a 4,71% (en plein soleil, a basse
altitude) et celles de ’amidon varient de 4,79% (sous ombrage, aux deux altitudes) a 6,57% (en
plein soleil, a haute altitude). Glucose et fructose sont également bien représentés mais dans
des concentrations en moyenne 5 fois plus faibles que celles du saccharose. Aux deux altitudes,
les teneurs en sucres libres sont affectées par 1’ombrage, mais des valeurs statistiquement
différentes sont presque exclusivement observées a la plus haute altitude. En effet, sous
ombrage, fructose, glucose et amidon ont des teneurs plus faibles (3 fois moins pour les deux
premiers et 30 fois moins pour I’amidon) alors que celle du mannose est 2 fois plus forte. Par
contre, a basse altitude, sur les neufs sucres dosés, une différence significative entre les deux
conditions n’est observée que pour le raffinose dont la teneur est 1,64 fois plus basse sous
ombrage. Si le glucose, fructose, saccharose et amidon sont les premiers sucres produits lors de
la photosynthése, raffinose, et stachyose sont des sucres dont I’accumulation est souvent liée a

des stress.

Tableau 17 : Teneurs en sucres libres et amidon, exprimées en pourcentage de maticre séche, des feuilles matures
de C. arabica var. Marsellesa cultivés a deux altitudes extrémes avec ou non exclusion de 50% de lumiére.
PS : plein soleil, SO : sous ombrage. Mesures effectuées en 2015. Test statistique : Mann-Whitney’s (a = 0,05)

Sucres Altitude (m) et station
(% MS) 650 (Colpos) 1250 (Inifap)

PS SO P PS SO )4
Fructose 1,13+0,25 0,75+0,17 0,050 0,78 +0,13 0,24 +0,05 0,021
Glucose 0,86 + 0,23 0,71 £ 0,06 0,220 0,79 £ 0,25 0,27 + 0,04 0,021
Mannose 0,44 + 0,19 0,28 +£0,11 0,142 0,14 +0,05 0,30 + 0,06 0,021
Saccharose 4,71 £0,15 4,44 £ 0,29 0,086 3,81 +£0,48 3,33 +£0,23 0,149
Amidon 4,86 + 0,88 4,79 + 0,86 0,916 6,57 £ 0,56 4,79 + 0,80 0,027
Sorbitol 0,026 £0,006 0,020 + 0,006 0,142 0,035+ 0,017 0,017+ 0,008 0,083
Maltose 0,031 +0,012 0,031 +0,024 0,806 0,038 +0,013 0,051 +0,040 1,00
Raffinose 0,405+ 0,070 0,246 +0,029 0,014 0,267 + 0,045 0,238+0,062 0,149
Stachyose 0,159+ 0,056 0,119+0,035 0,142 0,082 + 0,031 0,105+0,033 0,083

11.2.2. Effets de ’ombrage sur les teneurs en composés phénoliques

Les résultats du dosage par HPLC des composés phénoliques sont partiellement

présentés dans la partie I de ce chapitre. Ces mémes résultats sont représentés dans le tableau 18

en mettant en évidence les deux conditions de luminosité sous forme de ratio avec deux altitudes

différentes.
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Il est intéressant de noter qu’a basse altitude, quelle que soit la famille de composés, le
ratio de la teneur en métabolites est toujours inférieure a un (01) dans les feuilles a I’ombre par
rapport a celle en plein soleil. C’est dans le groupe de flavonols glycosylés que les ratios sont
les plus faibles et qu’ils témoignent tous des valeurs statistiquement différentes entre ombre et
soleil. La rutine est le composé dont la concentration est la plus altérée par I’ombrage, avec une
valeur 5 fois plus faible (ratio 0,19). A haute altitude, les accumulations en flavanols et esters
d’acides hydroxycinnamiques sont favorisées sous ombrage (ratio supérieur a 1), alors que
celles des flavonoides glycosylés et des xanthones sont diminuées, mais dans une moindre
mesure qu’a basse altitude. A haute altitude, seules les valeurs d’épicatéchine, rutine et dérivé
de mangiférine sont statistiquement différentes entre ombre et soleil.

Ces résultats vont dans le sens du réle majeur joué par les flavonoides glycosylés dans
la réponse a la lumiére et confirment ceux déja obtenus. Pour les flavanols et les dérivés d’acides
hydroxycinnamiques, leur plus faible accumulation sous ombrage, a basse altitude, pourrait étre
liée a un déficit hydrique moins important sous ombrage, souligné par des poids secs et
spécifiques de feuilles plus importants sous cette condition. La réponse inverse observée a haute
altitude est surprenante, puisqu’elle traduit un état hydrique plus faible sous ombrage.

La récolte étant faite en fin de saison seche, il est possible que le stress hydrique soit
provoqué par une insuffisance de la quantité d’eau dans le sol pour la biomasse foliaire tres

importante en condition d’ombrage a haute altitude.

Ainsi, ’ombrage a un effet différent, selon I’altitude, sur I’accumulation en
composés phénoliques : si les flavonoides glycosylés sont moins présents a basse
altitude, les flavanols et les CQAs sont plus concentrés a haute altitude. Ces résultats

corroborent ceux que nous avons déja obtenus sur les sucres.
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Tableau 18 : Ratios des concentrations en composés phénoliques majeurs dans les feuilles matures de plants de
Coffea arabica var, Marsellesa cultivés sous ombrage (SO ; a 50% d’exclusion) comparés aux individus cultivés
en plein soleil (PS) a deux altitudes différentes, 650 m et 1250 m. Test statistique : Mann-Whitney’s (a = 0,05,*)

Ratio SO/PS

Composés phénoliques 630m | 1250 m

Flavanols Catéchine 0,842 1.304
Epicatéchine 0,993 | 2,392+

Acides chlorogémques 5-CQA 0.763 1,062
Dérives d acides hydroxyecinnamiques 4-CQA 0.935 1,190

3.4-diCQ 0,881 1.805

3.5-diCQ 0,943 1.868

4.5-diCQ 0.568* [ 1390

FQA 0,711 1.264

Flavonols glycosyles F-dihex 0,555* | 0,900
Q-dihex-dhex 0,540* | 0,698

Q-diglu 0,412* [ 0627

Rutine 0,190 | 0,550*

Xanthones Mangiférine 0,685 0,793
Mang-OHbenz 0,591* | 0,627*

Sur la plateforme de bioinformatique Galaxy de I’IRD, il est possible de comparer les
niveaux d’expression des génes entre deux situations a I’aide du logiciel EdgeR (Robinson et
al., 2010). Pour supprimer les génes faiblement exprimés, un filtre a été utilisé. Appliqué sur
les valeurs normalisées, il permet d’¢liminer les génes dont la somme des expressions est
inférieure a 15 (3 individus pour chaque motif). Six échantillons de feuilles ont été comparés a
chaque altitude (3 individus/motif x 2 (ombre/soleil)).

L’analyse d’expression différentielle a ainsi été réalisée sur un total de 21264 geénes, a
un niveau de probabilité de p<0,05 et un log2 fold change (Log2FC'?) compris entre -20 et 20.
Elle a permis de mettre en évidence 161 genes différentiellement exprimés entre les caféiers
cultivés a ’ombre ou au soleil a haute altitude (1250 m), et 42 génes a basse altitude (650 m).
La faible quantité de genes est a souligner et traduit une trés grande similitude de
fonctionnement des individus de cette variété de caféier, qu’ils soient a I’ombre ou au soleil. La
figure 26 A montre que, parmi les genes différentiellement exprimés aux deux altitudes, 21 sont

communs. Ce qui représente 50% et 13% des geénes différentiellement exprimés a basse et a

19 Log2Folg change ou Log2FC : ration entre deux niveaux d’expression des génes
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haute altitudes respectivement. Etonnamment, tous les génes communs sont surexprimés en
condition de plein soleil (Figure 26B). Parmi les geénes différentiellement exprimés, uniquement
a basse altitude (21), onze (11) sont surexprimés et dix (10) sous-exprimés en plein soleil
(Figure 26B et C). A haute altitude, parmi les 140 genes différentiellement exprimeés, 85 genes

sont surexprimés et seulement 55 sous-exprimés.

650 m 1250 m 650 m 1250 m

650 m 1250 m

Figure 26 : Diagramme de Venn des génes mettant en évidence le nombre de genes différentiellement exprimés
chez les individus cultivés a 650 m (violet), 1250 m (jaune) considérés a part ou ensemble et aux deux altitudes
(intersection).

Totalité des génes (A) ; génes surexprimés en plein soleil (B), génes sous-exprimés en plein soleil (C).

I1.3.1. Génes surexprimés en plein soleil aux deux altitudes

Parmi les vingt-et-un (21) génes communs aux deux altitudes, trois (03) n’ont pas de
fonction connue et la majorité sont des genes impliqués dans la réponse aux stress. Ainsi, douze
(12) geénes codants pour des protéines de choc thermique « Heat shock Protein ou HSP » et un
géne codant pour un facteur de transcription impliqué dans la thermotolérance ont été identifiés.
Deux genes homologues impliqués dans la glycolyse, un géne permettant 1’activation de la
photosynthése, un géne codant pour une protéine transmembranaire impliquée dans le transport
du nitrate et une ARNt méthyltransférase ont également été notés (Tableau 19). Les HSP sont
responsables du maintien de la conformation des acides nucléiques et des protéines en cas de
stress afin d’empécher leur dégradation. Elles sont classées en fonction de leur poids
moléculaire ou en fonction des compartiments cellulaires dans lesquels elles interviennent.

Parmi les HSP surexprimées en plein soleil, les deux tiers codent pour des petites protéines de
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choc thermique (sHSP), de poids moléculaire inférieur a 42 kDa, les restes appartiennent a la
classe des HSP70. II est intéressant de noter que, les protéines HSP ayant une localisation
précise, interviennent dans les différents compartiments cellulaires, excepté les mitochondries :
quatre (04) HSP agissent dans le cytoplasme, deux (02) dans le réticulum endoplasmique et
trois (03) dans le chloroplaste. L’ensemble indique qu’en plein soleil, les caféiers mettent en
place un systéme de protection de ces molécules vitales quasiment dans tous les compartiments
cellulaires. Cette protection n’est pas ou plus faiblement mise en place a I’ombre.

Le facteur de transcription MBF1C est décrit comme un activateur de la thermotolérance
chez Arabidopsis thaliana, mais son rdle est parfois €largi a la réponse aux stress biotiques et
abiotiques (Suzuki et al., 2008).

Les ribulose biphosphate carboxylase/oxygénase activases (RCA1) ont pour fonction
d’activer la RuBisCO et par voie de conséquence, la photosynthése. Elles sont décrites comme
intervenant dans la réponse a différents stress biotiques et abiotiques, en particulier la lumiére
(Kurek et al., 2007) et a la température (Crafts-Brandner et Salvucci, 2000 ; Heckathorn et al.,
2002 ; Kaushal et al., 2013). Les 6-phosphofructokinases 3 (PFK3) catalysent la premiére étape
de la glycolyse, transformant le D-fructose-6-phosphate provenant du métabolisme du glucose
en fructose-1,6-biphosphate (Mustroph et al., 2007). Elles participent a la transformation de la
source carbonée fournie par la photosynthése en énergie (ATP). Il est a noter que les plus fortes
expressions de PFK3 et RCAI en plein soleil pourraient étre liées a la stimulation de ’activité
photosynthétique conduisant a une augmentation de la teneur en glucose, qui en retour, pourrait
induire I’activation de la glycolyse.

Le gene codant pour un transporteur de nitrate, annoté NRT 1.2, représente une tres forte
homologie de séquence (75 % d’identité entre les séquences protéiques déduites) avec le
transporteur NPF4.6 (NRT1/PTR FAMILY 4.6) dont la fonction serait également de permettre
I’importation de I’acide abscissique a I’intérieur des cellules (Kanno et al., 2012). De ce fait, ce
gene pourrait jouer un réle dans la régulation de I’ouverture des stomates et donc dans la

régulation de la photosyntheése.

En définitive, il semblerait que seulement les génes impliqués dans les deux
grands processus métaboliques soient surexprimés dans les feuilles en plein soleil, en

commun, aux deux altitudes : la réponse aux stress et le métabolisme carboné.
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Tableau 19 : Processus biologiques, numéros d’accession, fonctions moléculaires, compartimentations et niveaux
d’expression moyen des génes surexprimés a la fois a basse et haute altitude dans les feuilles de C. arabica var.
Marsellesa cultivés en plein soleil.

Processus
biologique ID géne Fonction moléculaire Composante cellulaire Log2FC
650 m 1250 m
Cc08 g11130 18.8 kDa classe 11 sHSP2 Cytoplasme 8,39 12,4
Cc06_g01960  17.5 kDa classe I HSP Cytoplasme 4,55 5,76
Cc01 g13580  17.5 kDa classe I HSP Cytoplasme 5,15 3,27
Cc02 _g07140 HSP18.2 Cytoplasme 3,26 5,3
Cc03_g03680 HSP70-8 1,82 3,7
Cc02 23670 HSP22.7 Réticulum endoplasmique 7,38 10,23
Luminal-bindi tei
Cc02 33190 ungjlgipsm(égi%()’ ‘M Reéticulum endoplasmique 3,31 521
Réponse au Cell_gl6360 HSP21 Chloroplaste 3,58 6,77
stress Cc08 gl15170 HSP&3A Chloroplaste 2 2,29
Cc08 g12550 18.8 kDa class I HSP23 Chloroplaste 3,14 4,65
Cc01 g12750  17.6 kDa class I HSP3 4,51 6,91
Cc04 g05250 HSP70 5,11 5,74
Facteur de transcription
Cc06_g09540 MBFI1C Noyau 3,44 4,94
Putative méthyltransférase
Cc08 g11070  NSUNS, méthylation, Noyau 2,67 2,86
ARNr 28S
6-phosphofructoki 3
Glycolyse ~ Cc06 g23680 = P %P ‘;;”1230 HHase 3, Cytoplasme 3,21 4,72
6-phosphofructokinase 3,
Cc06_g23690 PFK3 3,02 4,18
Ribulose bisphosphate
Photosynthése Cc04 g14500 carboxylase/oxygénase Chloroplaste 1,92 3,25
activase 1
Transport de Transporteur de nitrate et .
Nitrate/ABA Cc04 g15590 ABA. NRT1.2/NPF4.6 Membrane cellulaire 2,92 3,8
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Nous avons remarqué que le différentiel d’expression est toujours plus élevé a haute

altitude, excepté pour un sHSP (Figure 27). Ceci indiquerait que les effets de I’ombrage sont

plus importants a haute altitude, non seulement par la plus forte intensit¢ de la réponse

lement par le plus grand nombre de génes différentiellement
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Figure 27 : Histogramme de 1’expression des génes communs surexprimés en plein soleil aux deux altitudes
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Tableau 20 : Liste des génes différentiellement exprimés dans les feuilles de C. arabica var. Marsellesa cultivés a
basse altitude selon les conditions d’ombrage (50 % d’exclusion ou non)

ID des genes

Fonction moléculaire

Processus biologique

Genes
surexprimeés

Génes sous-
exprimes

Cc04_g04290

26.5 kDa heat shock protein,
mitochondrie, HSP26,5

Réponse au stress

Cell_g01350

Putative Photosystéme I
PsaA/PsaB —

Photosynthéese

Cc01 g13570

Putative UDP-glycosyltransférase
76C4 UGT76C4 —F3GT

Biosynthese des
flavonoides

Cc00_g06640

DFR

Biosynthése des

flavonoides
Cc00 221360 Transporter d'acide 'aminé
transmembranaire
Ccll _g06080 Putative protéase DEGP14 — Protéolyse
Cc01 gl13170 Protéine a fonction inconnue
Cc00 _g01900 Protéine a fonction inconnue
Cc04 g16250 Protéine a fonction inconnue
Cc00 g01730 Protéine a fonction inconnue
Cc08_g05020 Protéine a fonction inconnue
Cc02 509840 Putative Me'lj or facil'itator Transport '
superfamily protein - transmembranaire

Cc03_g03660

Amine oxydase

Voie métabolique des
amines

Cc04_g01940

Protein HOTHEAD - HTH

Signalisation cellulaire

Cc09 g01950

Putative Cytochrome P450 77A3

Biosynthése de la cutine

Ccl0_g13070

Putative Cyanidine-3-O-glucoside
2-O-glucuronosyltransférase
UGAT

Voie des flavonoides

Cc06_g21100

Putative DNA-directed RNA
polymerase III subunit RPC10 -
facteur de transcription li¢ a

I'ADN
Putative récepteur des protéines 12 Maintenance des
(c01_g08330 RLP12, méristémes
Cc04 207480 Putative 'récepteur de protéine Phosphor}ﬂation des
kinase ZmPK1- protéines
Probable pre-mRNA-splicing Epissage des mRNA

Cc00 g11630

factor ATP-dependent RNA
helicase-

Cc04_g05800

Récepteur de protéine kinase
ZmPK1- PK1
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I1.3.2. Génes différentiellement exprimés uniquement a basse altitude

Vingt-et-un (21) genes sont différentiellement exprimés de facon spécifique a basse
altitude. Onze (11) sont surexprimés et dix (10) sous-exprimés en plein soleil. Ces génes sont
présentés dans le tableau 20.

Parmi les onze (11) génes surexprimés, seulement six (06) ont une fonction connue et
participent a la réponse au stress (un gene HSP), a la photosynthése (PSI, PSaA/PSaB), a la
synthése des flavonoides (F3GT et DFR) et a la protéolyse (protéase et transport
transmembranaire d’acides aminés). L’expression de HSP26.5 a été notée uniquement chez
Arabidopisis thaliana en réponse aux stress thermique et conduirait a la thermotolérance (Wang
et al., 2016 ; Zhuang et al., 2018). La présence de ce geéne en tant que réponse a la
thermotolérance n’a pas encore ét¢ montré chez d’autre espéce.

Les dix (10) geénes sous-exprimés en plein soleil présentent des fonctions trés variées.
Ils participent au métabolisme général de la cellule, excepté un geéne codant pour une
cytochrome 450 impliquée dans la synthése de la cutine et un géene UGAT permettant la
formation de flavonoides glucuronylés®.

En tenant compte de I’ensemble des génes différentiellement exprimés (surexprimés et
sous-exprimés), seize (16) génes présentent des fonctions connues et dix (10) d’entre eux sont
plus particulierement impliqués dans la réponse a la lumiéere. Ils sont listés dans le tableau 21
et leur différentiel d’expression entre ombre et plein soleil est représenté sur la figure 28.
D’apres les Log2FC, il semblerait que les feuilles maintenues en plein soleil surexpriment des
genes impliqués dans la réponse au stress et la photosynthése tout en sous-exprimant des génes
impliqués dans le métabolisme cellulaire de base. A I’ombre, il semble donc que les feuilles
investissent moins dans la réponse causée par une forte luminosité et favoriserait la croissance

et la protection cellulaire.

En résumé, a basse altitude, les feuilles en plein soleil montrent une expression
plus forte des génes impliqués dans la réponse au stress alors que les feuilles a I’ombre

favorisent la croissance et la protection cellulaire.

20Une molécule glucuronylé est un composé lié a un glucose oxydé sur son carbone numéro 6 par une liaison
osidique
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Tableau 21 : Génes séléctionnés pour leur intérét potentiel en tant que marqueurs de la réponse adaptative a la
lumiére a basse altitude. Numéros d’accession, fonctions et différentiels d’expression entre les arbres au soleil et

a ’ombre
ID des genes Fonction Log2FC
Ccll g06080 Protéolyse 8,42
Cc04 g04290 HSP-réponse au stress 6,21
Cc01 g13570 | F3GT - Biosynthese des flavonoides 5,01
Ccll g01350 Photosynthése 4,76
Cc00 g06640 DFR-biosynthése des flavonoides 2,67
Cc00 g11630 Epissage des ARNm -8,17
Cc04 07480 Phosphorylation des protéines -1,77
Cc01 g08330 Maintenance des méristemes -7,57
Cc09 g01950 Biosynthése des cutines -5,74
Cc04 g01940 Signalisation cellulaire -4,14
10

-10

Figure 28 : Expression différentielle des génes retenus pour 1’identification d’une réponse a I’ombrage

I1.3.3. Génes différentiellement exprimés uniquement a haute altitude (1250 m)

Les résultats des analyses d’expression différentielle des génes ont montré que parmi
les 140 genes spécifiques aux feuilles matures des individus cultivés a 1250 m, 85 sont
surexprimés au soleil et 40 sont sous-exprimés. Ces derniers n’ont pas été retenus car ils n’ont
pas présenté de fonction connue. En ce qui concerne les génes surexprimés en plein soleil, la
recherche de fonction a été réalisée sur les vingts (20) genes qui ont montré la plus forte
différence d’expression. Parmi eux, quatorze (14) ont une fonction moléculaire connue et sont
présentés dans le tableau 22. Ils peuvent étre classés dans les mémes groupes que ceux identifiés
a basse altitude : les geénes de réponse au stress (HSP), les génes impliqués dans la

photosynthése et dans le transport de nitrate. La présence des cing (05) génes impliqués dans la
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voie de signalisation induite par 1’auxine, a fait la particularit¢ de la réponse des plantes
cultivées en plein soleil a haute altitude, traduisant alors un impact sur le développement de la

plante (Tableau 22).

Tableau 22 : Liste des genes différentiellement exprimés dans les feuilles de C. arabica var. Marsellesa cultivés a
haute altitude selon les conditions d’ombrage (50 % d’exclusion ou non)

ID des genes | Fonction moléculaire Composante | Log2FC
cellulaire

Cc02 g04220 | Protéine de 14 kDa riche en proline DC2.1 8,44
Cc08 g08390 | Protéine induite par l'auxine ARG7 8,29
Cc08 g08380 | Protéine induite par l'auxine ARG7 8,17
Cc02 _g16700 | Protéine induite par 1'auxine 15A 7,59
Cc00_g22640 | Protéine induite par l'auxine ARG7 5,72
Cc02_g02350 | HSP83A 3.9
Cc10 g10920 | Protéine induite par l'auxine SNG4 3,46
Cc07 g13330 | 15.7 kDa HSP15.7 Peroxysome | 2,78
Cc02 g07150 | 17.6 kDa HSP17.6C classe I 2,66
Cc04 g00900 | 17.4 kDa HSP17.4B classe 111 2,52
Cc06 _g08580 | Transporteur de nitrate 1.4 NRT1.4 2,4
Cc05_g09650 | Protéine associée a la chlorophylle aetb 1 CABIC Chloroplaste | 2,14
Cc02_g00910 | HSP22 Chloroplaste | 1,95
Cc08 202340 | Transporteur de nitrate 1.5 NRT1.5 1,86

Ces résultats montrent que, quelle que soit I’altitude, la culture des caféiers en plein soleil
stimule la synthése de protéines de choc thermique (HSP) par rapport a la culture sous ombrage

qui favorise la croissance.

L’étude morphologique a montré un impact faible de I’ombrage sur la croissance a basse
altitude (augmentation de la taille des feuilles) alors qu’il est assez fort a haute altitude, avec
une diminution de la taille des plantes et une augmentation de celle des feuilles. Cette dernicre
observation est en accord avec les résultats obtenus avec C. arabica cv. Catuai Vermelho CH
2077-2-5-99 cultivé en plein champ (Jaramillo-Botero et al, 2010). En général, lorsque
I’intensité lumineuse est faible, des modifications morphologiques sont observées chez les
plantes pour qu’elles puissent maximiser I’utilisation de la lumiére. Ainsi, les plantes

privilégient la croissance en hauteur et/ou I’augmentation de la surface foliaire, comme chez
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Capscicum annum (Diaz-Pérez, 2013). Dans notre étude, il semble que la condition d’ombrage
conduise les caféiers a investir dans I’activité photosynthétique en augmentant la taille des
feuilles plutdt que celle de la plante entiere. En altitude, la croissance de la plante est méme
inhibée a I’ombre, ce qui pourrait s’expliquer par le fait qu’un autre facteur environnemental
entre en jeu, comme un déficit en eau causé soit par la forte croissance des feuilles soit par les
plus faibles températures liées a ’altitude et augmentées par I’ombriere. Alors que nous avons
noté que la température était plus basse sur le site a haute altitude, 1’ajout d’une toile d’ombrage
sur les cultures entraine, pendant la période d’éclairement, une diminution de la température
par rapport a la situation en plein soleil (Figure 29). Des températures plus faibles pourraient
étre a I’origine de la limitation de la croissance, comme cela a ét¢ observé chez les cucurbitacées
(Inthichack et al., 2014). Quoi qu’il en soit, au niveau des feuilles, I’analyse transcriptomique
montre que I’expression de génes impliqués dans les voies de signalisation induites par I’auxine
est supérieure dans les feuilles des arbres au soleil, sans que nous ayons pu déterminer si ces
genes avaient un role stimulateur ou inhibiteur de la croissance. Ce résultat confirme 1’impact
de la culture sous ombrage sur la croissance de la plante et désigne, du moins lorsque les
cultures sont pratiquées en altitude, ces voies de signalisation comme des genes candidats,

marqueurs potentiels de 1’adaptation a I’ombrage.

34
32 = 650 soleil
wfpee 650 sous ombrage
w i e 1250 soleil
28 * 1250 sous ombrage
™ 2B
0
L
P 2}
2
T 20
g 18
Q
E 18
0
14
12
10 L— - - — -

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24

Temps (heure)

Figure 29 : Evolution de la température journaliere a basse (650) et haute (1250) altitudes pour les plantes cultivées
en plein soleil ou sous ombrage
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D’autre part, I’étude métabolique montre que, comme la variét¢ Catuai” Vermelho
IAC 44 (Martins et al., 2014), les individus en plein soleil a haute altitude accumulent plus de
sucres libres que les individus sous ombrage. Par contre, a basse altitude, ces individus se
différencient par une forte accumulation de raffinose, polyol impliqué dans la réponse a
différents stress, plus particulierement le stress osmotique, son rdle principal consistant a piéger
les ROS (Nishizawa et al., 2008). En prenant en compte la densité stomatique élevée et les
fortes teneurs en sucres (saccharose, glucose, amidon) en condition de plein soleil aux deux
altitudes, mais surtout a haute altitude, il est a supposer que 1’activité photosynthétique est plus
forte en plein soleil. D’ailleurs, I’analyse transcriptomique montre une expression supérieure
de genes de la photosynthése et de la glycolyse dans les feuilles de plantes en plein soleil, quelle
que soit I’altitude.

L’analyse métabolique ciblée sur les composés phénoliques a montré un effet de
I’ombrage identique aux deux altitudes sur la teneur en flavonoides glycosylés mais un effet
opposé sur celles des flavanols et acides chlorogéniques. En effet, si la culture sous ombrage a
basse altitude s’accompagne d’une plus faible teneur globale en composés phénoliques, la
culture sous ombrage a altitude élevée favorise 1’accumulation des flavanols et des acides
chlorogéniques. Pour les flavonoides, les différences de teneurs trés marquées observées a
faible altitude sont a associer a une différence d’expression de deux geénes de glycosylation
impliqués dans la synthése des flavonoides, F3GT et DFR, dont les expressions sont
respectivement 5 et 2,7 fois plus fortes (respectivement, exprimée en Log2FC) dans les feuilles
exposées au soleil. La surexpression de F3GT confirme le role majeur des flavonoides
glycosylés dans la réponse des feuilles de C. arabica a I’intensité lumineuse (Martins ef al.,
2014 ; Vidovi¢ et al., 2017) et désigne ces composé€s comme des marqueurs potentiels de la
capacité adaptative des caféiers a I’augmentation des rayonnements. La différence de réponse
de ces métabolites est moins marquée a altitude €levée, ce qui peut étre due a une quantité de
radiations solaires plus faible en altitude (Tableau 6), mais également a 1’influence d’un autre
facteur climatique, comme la température ou la pluviométrie dont les écarts entre ombre et
soleil peuvent évoluer en fonction de I’altitude.

Un des résultats majeurs obtenus par I’analyse transcriptomique est la mise en évidence
d’une plus forte expression de nombreux genes codant pour des HSP en plein soleil. Cette
observation révele que les feuilles de caféiers cultivés en plein soleil sont placées en situation
de stress. Elle correspond a la réponse attendue de plantes qui, a 1’origine, étaient des plantes
de couvert, poussant dans les foréts tropicales africaines. Les HSP telles que les HSP70 ont

pour réle de protéger les protéines, généralement en empéchant leur agrégation ou leur
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repliement en conditions de stress thermique (Tripp et al., 2009). Mais chaque groupe de HSP
aun mécanisme de protection spécifique. Ainsi, les SHSP dégradent les protéines qui présentent
un repliement inadapté. Méme si la présence de ces protéines est signalée lors de 1’application
de tout type de stress, leur role a surtout été étudi€ en présence de stress thermique. Il a été
montré que les HSP70, en combinaison avec les HSP90, jouent le role de molécule-signal lors
d’attaques de pathogenes (Tiwari ef al, 2015) et/ou en réponse a la température (froid et
chaleur) (Garavaglia et al, 2009). En combinaison avec les HSP17.6 ou HSP18.1, elles
facilitent 1’adaptation du raisin et des petits pois au stress thermique (Zhang et al., 2008 ; Al-
Whaibi, 2011). Chez Arabidopsis thaliana, la synthése de HSP83A aide dans les réponses
thermiques (Nguyen et al., 2015). Chez les caféiers, la forte présence des HSP en plein soleil
pourrait alors correspondre a une réponse a un stress thermique. Nous avons vu que deux génes
codant pour la 6-phosphofructokinase 3, enzyme de la glycolyse induite par la chaleur, étaient
¢galement surexprimés en plein soleil. L’ensemble de ces résultats montre que C. arabica var
Marsellesa, arbre dont les ancétres sont originaires des foréts d’Afrique, met en place dans ses
feuilles, lorsqu’il est cultivé en plein soleil, un systéme de protection lui permettant de lutter

contre I’augmentation de la température externe ou interne induite par 1’intensité lumineuse.
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Partie IIl : Impacts du greffage sur la

réponse de C. arabica a I’altitude

95



III.Impacts du greffage sur la réponse de C. arabica a I’altitude

Le greffage de C. arabica sur un porte-greffe provenant d’une espece plus résistante est
présenté comme l'une des solutions possibles pour rendre C. arabica plus tolérant aux
changements climatiques. Dans cette optique, cette partie du travail étudie I’apport du greffage
sur la réponse de C. arabica var. Marsellesa a différentes conditions climatiques. Pour cela,
nous allons comparer le comportement de plants greffés sur C. canephora a des plants non
greffés cultivés en plein soleil a trois altitudes différentes sur la base d’analyses
morphologiques, biochimiques et transcriptomiques. Le nombre total d’individu étudié s’est

¢levé a trente (30).

Le tableau 23 présente les caractéristiques morphologiques des arbres non greffés (pieds
francs, PF) et greffés (GR) ainsi que celles de leurs feuilles matures mesurées au cours de
I’année 2015 sur les trois stations situées a des altitudes différentes. La comparaison entre
greffés et non greffés montre que, suivant 1’altitude, le greffage peut avoir un effet positif ou
négatif sur la croissance des plantes et des feuilles, mais I’analyse statistique ne permet pas de
dégager des différences significatives entre les valeurs, excepté pour le nombre d’entre-nceuds
a la plus haute altitude. Il est cependant intéressant de noter que le greffage a un effet positif
sur tous les parametres de croissance lorsque la culture est réalisée a la station d’altitude
intermédiaire (Roma, 1050 m). Une légere diminution de la hauteur de la plante et de la taille
des feuilles semblerait étre la réponse commune des plantes au greffage pour les deux autres
stations.

Tableau 23 : Mesure de la croissance de Coffea arabica cv. Marsellesa greffé a trois altitudes. PF : Pieds Francs ;
GR : Greffés. Test statistique : Mann-Whitney’s (a = 0,05)

Caractéristiques morphologiques

Plante Feuilles matures
Altitude . . Longueur
Condition  Hauteur (cm) Diameétre (cm)  Entre-nceuds (N) Largeur (mm)
(m) (mm)

650 PF 121,20 +3,90 35,00 1,17 28,00+ 1,14 118,56 2,91 54,06 + 1,64
Colpos GR 116,10 + 4,26 34,40 + 2,80 27,40 £ 1,12 118,83 +£3,17 49,93 +145
P 0,421 0,841 1,000 1,000 1,000
1050 PF 100,80 +5,43 32,16 £1,86 27,20 £ 0,73 134,85 +7,67 63,79 +4,19
Roma GR 109,60 +7,48 35,46 +1,58 29,20 £ 1,24 142,79+ 3,66 67,56 = 0,44
p 0,222 0,222 0,310 0,421 0,690
1250 PF 118,60 +1,89 29,00 £ 0,89 22,80 £0,20 161,17 +3,43 75,87+ 1,55
Inifap GR 113,00 + 1,47 29,63 £1,07 24,50 £ 0,29 143,50 +£591 70,79 £ 6,61
)% 0,063 0,730 0,016 0,063 0,556
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Ainsi, le greffage a un effet faible et variable, selon 1’altitude, sur la croissance
des caféiers : effet inhibiteur du développement de la plante et des feuilles aux altitudes

extrémes mais effet stimulateur a 1’altitude intermédiaire.

Les résultats des dosages par HPLC des composés phénoliques contenus dans les feuilles
matures sont présentés dans le tableau 24 sous forme de ratio (GR/PF) entre les feuilles de
plants greffés (GR) et non greffés (PF). Si nous nous intéressons aux flavanols (catéchine et
épicatéchine), nous pouvons noter que le greffage a un effet négatif sur leur accumulation dans
les feuilles, excepté a haute altitude pour 1’épicatéchine dont la concentration est plus de 2 fois
supérieure dans les feuilles des plants greffés que dans les non-greffés. Cependant, cette
différence n’est pas significative a p<0,05 traduisant une forte diversité de proportions en ces
métabolites entre les plantes du méme motif. En ce qui concerne les acides chlorogéniques ou
esters d’acides hydroxycinnamiques (CQAs, diCQs et FQA), les ratios des teneurs évoluent en
fonction de I’altitude : légerement moins accumulés dans les feuilles des greffés a basse altitude
(excepté pour le FQA). Ces composés présentent des taux assez semblables chez les greffés et
non-greffés a I’altitude intermédiaire et sont plus fortement accumulés chez les greffés a haute
altitude, en particulier le 5-CQA, le 3,4-diCQ et le FQA. Pour les flavonoides glycosylés
(dérivés de flavone, de kaempférol et de quercétine), I’effet du greffage varie a la fois en
fonction de I’altitude et du composé considéré. Alors que F-dihex est faiblement concentré chez
les greffés a basse altitude, tous les autres dérivés sont présents en fortes teneurs. A moyenne
altitude, les deux dérivés de quercétine, autres que la rutine, sont faiblement accumulés chez
les greffés, contrairement aux deux autres métabolites qui sont stables quantitativement. La plus
haute altitude ne semble pas avoir d’effet différentiel sur les proportions de tous ces composés.
Quant aux xanthones (mangiférine et dérivé de mangiférine), la teneur en mangiférine varie trés
peu entre pieds greffés et non greffés, excepté a haute altitude ou les valeurs sont plus faibles
chez les greffés alors que celle du dérivé hydroxybenzoyle évolue en fonction de
I’altitude : plus accumulé chez les greffés a basse altitude, teneur équivalente a altitude
moyenne et faible concentration a haute altitude. Cependant, il est important de noter que des
différences significatives de teneur, a p<0,05, ne sont obtenues que pour la rutine a faible
altitude et le 5-CQA a haute altitude, ce qui traduit 1a encore une forte variabilité au sein des

motifs étudiés.
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Ainsi, le greffage a un effet minime au point de vue biochimique. Malgré que les

altitudes extrémes aient deux comportements différents comme une accumulation de

flavonoides glycosylés est notée a basse altitude, et a haute altitude, nous avons des teneurs

¢levées en flavanols et CQAs, les différences de concentration ne sont statistiquement

différentes que pour la rutine a basse altitude et le CQA a haute altitude.

Tableau 24 : Ratio des concentrations en composés phénoliques des feuilles matures de Coffea arabica var.
Marsellesa greffés (GR) comparés aux individus non greffés (pieds franc (PF)) a trois altitudes différentes. Test

statistique : Mann-Whitney’s (a = 0,05,%)

Ratio GR/PF

Composés phénoliques 650 m 1050 m 1250 m
Flavanols Catéchine 0,758 0,793 0,997
Epicatéchine 0,951 0,695 2,255

5-CQA 0,955 1,066 1,334*
Acides chlorogéniques 4-CQA 0,849 1,041 1,294
Dérivés d’acides hydroxycinnamiques 3,4-diCQ 0,812 1,057 1,513
3,5-diCQ 0,803 1,138 1,163
4,5-diCQ 0,902 1,044 1,320
FQA 1,012 0,997 1,810
Flavonoides glycosylés F-dihex 0,768 1,085 0,945
Q-dihex-dhex 1,258 0,769 0,922
Q-diglu 1,201 0,853 1,055
Rutine 1,535%* 1,032 0,965
Xanthones Mangiférine 1,043 0,822 0,829
Mang-OHbenz 1,119 1,042 0,816

Les analyses transcriptomiques entre les individus greffés et non greffés ont été réalisées

sur la plateforme Galaxy de I'IRD, a ’aide du logiciel EdgeR (Robinson et al, 2010) en

appliquant un filtre de 15 pour chaque motif. Ce qui réduit le nombre de geénes transcrits a

comparer a 18925, 19751 et 19520 pour I’altitude la plus basse, intermédiaire et la plus haute,

respectivement. En fixant le niveau de probabilité a 0,05 comme dans 1’étude précédente, le

nombre de génes différentiellement exprimés est trop élevé (6903 a faible altitude) pour réaliser

correctement 1’analyse. Le seuil a alors été fixé a p<0,001 de manicre a ne sélectionner que les

différences d’expression hautement significatives.
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Dans ces conditions, un (01) géne a été mis en évidence chez les caféiers cultivés a haute
altitude (1250 m), 29 a moyen altitude (1050 m) et 878 a basse altitude (650 m) a p<0,001
(Figure 30). Parmi ces genes différentiellement exprimés, trois (03) génes sont communs aux
altitudes 650 m et 1050 m et aucune ressemblance n’a été trouvée pour les trois altitudes ni aux
altitudes 650 m et 1250 m ou 1050 m et 1250 m. Ces trois génes ne présentent pas de fonction

connue.

650 m 1050 m

1250 m

Figure 30 : Diagramme de Venn mettant en évidence le nombre de génes différentiellement exprimés chez les
individus cultivés a 650 m (violet), 1050 m (jaune) et 1250 m (vert) considérés a part ou ensemble
I11.3.1.Expressions comparées chez les individus cultivés a haute altitude (1250 m)
Le géne mis en évidence a cette altitude a pour fonction de réguler la signalisation
cellulaire de la cytokinine (4HP4). 1l est surexprimé chez les individus greffés (Log2FC : 3,71)
(Hutchison et al., 2006).

I11.3.2.Expressions comparées chez les individus cultivés a I’altitude intermédiaire

(1050 m)
La réponse spécifique des greffés au niveau transcriptomique est représentée par
26 genes différentiellement exprimés. Parmi eux, nous avons écarté 23 génes dont treize (13)
ayant des fonctions inconnues et dix (10) intervenant dans la réponse a des stress biotiques. La
comparaison des niveaux d’expression des 3 geénes restants est présentée sur la figure 31. Deux
d’entre eux (ACS1) sont surexprimés chez les pieds francs et sont impliqués dans la biosynthése

de I’éthyleéne, phytohormone induite en réponse aux stress biotiques et abiotiques (Huang et al.,
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2007). Le troisieme géne (CAXI) est surexprimé chez les greffés. Il intervient dans les

transports ioniques (Conn et al., 2011).

Ainsi, une forte proportion des genes différentiellement exprimés n’est pas

annotée ou intervient dans la réponse aux stress biotiques et abiotiques.

-6 -4 -2 0

Log2FC

Figure 31 : Comparaison de 1’expression différentielle (Log2FC) des 3 génes retenus entre les feuilles de C.
arabica var. Marsellesa greffés (GR) ou pieds francs (PF) a I’altitude intermédiaire (GR/PF)

II1.3.3.Expressions comparées chez les individus cultivés a basse altitude (650 m)

A basse altitude, I’effet du greffage est trés marqué au niveau transcriptomique. Parmi
les 878 geénes différentiellement exprimés dans les feuilles des individus cultivés a 650 m, 602
ont des fonctions inconnues. Parmi les 276 geénes restants, 32 sont impliqués dans les réponses
a des stress biotiques et n’ont pas été retenus dans I’analyse comparée. La comparaison des
244 genes restants est donnée dans le tableau 25.

Si le nombre de génes surexprimés chez les pieds francs et les greffés est quasi
équivalent (124 pour les pieds francs contre 120 chez les greffés), les fonctions moléculaires
des geénes surexprimés les plus représentés sont différentes. En effet, chez les pieds francs, la
moitié¢ des geénes surexprimés est impliquée dans la signalisation cellulaire (31 genes) ou dans
la croissance et le développement (28 genes) alors que chez les greffées, plus de la moitié des
genes sont impliquées dans le transport des molécules ou des solutés (ion, azote, protéine, sucre,
eau...) (45 genes) ou dans la traduction des protéines (23 genes). Cette derniére fonction n’est
pas surexprimée dans les feuilles des pieds francs. Il faut également noter qu’un plus grand
nombre de genes impliqués dans la photosynthése est surexprimé chez les greftés (7 au lieu de
3 chez les non greffés). Enfin, les génes impliqués dans la réponse aux stress abiotiques et

différentiellement exprimés entre les deux motifs sont peu nombreux et ne sont pas
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systématiquement surexprimés dans 1’un ou ’autre des motifs. Les fonctions de ces génes et

leur différence d’expression sont indiquées dans les tableaux 26 et 27.

Tableau 25 : Nombre de génes surexprimés dans les feuilles des individus cultivés a basse altitude (650 m)
regroupés selon leur fonction, en excluant la réponse stricte aux stress biotiques

Nombre de géne
Fonction Total Pied franc Greffees
Croissance et développement 45 28 17
Photosynthése 10 3 7
Biosynthése des phénylpropanoides 1 0 1
Biosynthése de la lignine 2 0 2
Biosynthése du mévalonate 3 3 0
Biosynthése des caroténoides 1 0 1
Biosynthése des flavonoides 3 0 3
Meétabolisme des lipides 8 4 4
Meéthylation de I’ADN 1 1 0
Modification des ARN 14 14 0
Modification des protéines 11 g 3
Eéparation de 'ADN 6 5 1
Féponse au ROS 2 1 1
Eéponse au stress 5 2 3
Eéponse au stress abiotiques 10 5 3
Traduction 23 0 23
Signalisation cellulaire 35 31 4
Transport 64 19 45
Total 244 124 120

Chez les pieds francs, MDAR4 est le geéne le plus fortement différentiellement exprimé.
Il est impliqué dans la détoxification du peroxyde d’oxygene en cas de stress oxydatif
(Eastmond, 2007). KIN17 a un rdle dans le réglage des réponses physiologiques durant une
déficience cuivrique (Garcia-Molina et al., 2014). ASPGI serait impliqué dans la réponse a la
sécheresse (Yao et al, 2012), de méme que CPL3, un régulateur négatif de la voie de
signalisation induite par ’ABA (Li ef al., 2014). NADK? est impliqué dans la protection des
chloroplastes contre les dommages oxydatifs (Chai et al., 2005) et RH42 intervient dans la
réponse a ’hypoxie (Umate et al., 2010). Enfin, le géne WEBI a un r6le dans la tolérance aux
fortes intensités lumineuses (Kodama et al., 2011).
L’analyse de la fonction des génes montre que la réponse aux stress abiotiques des plants de C.
arabica non greffés est plus forte que celle des greffés. Une plus grande protection contre les

stress oxydatifs semble étre mise en place chez ces individus, en particulier lorsque ce stress
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oxydatif provient d’un stress lumineux (RH42 et WEBI) ou hydrique (ASPGI et CPL3). Cette
réponse est accompagnée de la surexpression d’un grand nombre de geénes impliqués dans la
modification des protéines (8), la modification des ARN (8), la réparation de I’ADN (5) et la
méthylation de ’ADN (1). La surexpression des geénes de la voie de biosynthese des
mévalonates va également dans le sens d’une réponse plus forte des pieds francs aux stress. En
effet, les mévalonates sont les précurseurs des terpénoides, métabolites impliqués dans la

réponse aux stress biotique ou abiotique (Vickers ef al., 2014).

Tableau 26 : Fonctions et expressions comparées des génes impliqués dans la réponse au stress et surexprimés
chez les individus pieds francs a basse altitude

ID des geénes Description Log2FC
Cc06 gl15110 Probable Monodéshydroascorbate réductassMADR4 At3g27820 3,54
Cc07 g19190 Protéine de liaison ADN KIN17 2,53
Cc04 g07380 Protéase aspartique des cellules de garde 1 ASPG1 2,44
Ccll g15170 ARN polymeérase I CPL3 2,29
Ccl0 g12740 NAD kinase 2 NADK2 2,26
Ccl10 _g09510 ARN hélicase 42 RH42 1,66
Ccl10_g04200 Protéine en réponse a la lumiére bleu 1 WEB1 1,47

Dans les feuilles des individus greffées, les génes surexprimés impliqués dans la réponse
au stress abiotique sont au nombre de huit (08) (Tableau 27). Le plus fortement
différentiellement surexprimé est le géne RD22, impliqué dans la réponse a la déshydratation
(Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki, 1993). Le géne codant pour une isoflavone réductase P3
(At1g75280) intervient en cas de stress oxydatif (Kwon et al., 2015). SPX3, SPX2 et PAP17 en
réponse a un déficit en phosphate (P;) (Shi et al., 2014 ; Puga et al., 2014 ; Klecker et al., 2014).
La surexpression de CBL/ intervient en cas de stress hydrique lié a la sécheresse, au stress salin
ou au froid et permet d’activer la signalisation via les Ca?’(Cheong et al., 2003). Quant au géne
MSRB3, il serait plus impliqué dans la détoxification de la méthionine sulfoxide et des ROS
dans le réticulum endoplasmique lors de 1’acclimatation au froid (Kwon et al., 2007). Enfin,
GRP? est surexprimé en réponse au froid (Kim et al., 2007). 1l est a souligner que C. canephora,
le porte-greffe, est sensible au froid (Fortunato ef al., 2010) et supporte difficilement la culture
a haute altitude (DaMatta et Ramalho, 2006), mais cela ne permet pas d’expliquer cette réponse

des plants greffés, car elle est observée uniquement a basse altitude.
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Tableau 27 : Fonctions et expressions comparées des génes impliqués dans la réponse au stress et surexprimés
chez les individus greffés a basse altitude

ID des genes Description Log2FC
Cc00 g24060 Géne en réponse a la déshydratation RD22 2,6
Cc01 g03970 Homologue de I’isoflavone réductase Atlg75280 2,45
Cc04 09270 Phosphatase acide pourpre 17 pap17 2,11
Cc06_g08450 Protéine contenant le domaine SPX 2 SPX2 2,04
Cc03 g08450 Protéine de liaison aux ARN 2 GRP2 1,84
Cc02 g24440 Protéine contenant le domaine SPX 3 SPX3 1,83
Cc08 gl11190 Calcineurine CBL1 1,66
Cc03 02760 Peptide méthionine sulfoxyde réductase B3 MSRB3 1,54

En résumé, les individus non greffés et greffés cultivés a basse altitude mettent en
place un systéme de réponse aux stress abiotiques. Cependant, le dispositif mis en place ne
fait pas intervenir les mémes génes et voies de signalisation (Ca’" au lieu de ’ABA). De plus,

ces individus semblent plutdt répondre a un stress de type hydrique qui pourrait étre engendré

par les basses températures.

L’effet du greffage sur la croissance des plantes et des feuilles n’est pas significatif et
différe en fonction de I’altitude. Ce mode de culture ne semble avoir trop d’influences sur la
croissance des caféiers, contrairement a ce qui se passe chez les pommiers et les cerisiers
(Tworkoski and Miller, 2007 ; Lopez-Ortega et al., 2016).

Les différences biochimiques sont également faibles et ne vont pas dans le méme sens
aux trois altitudes. Par contre, les résultats des études transcriptomiques indiquent que de
nombreux genes sont différentiellement exprimés entre les pieds francs et les greffés, d’autant
plus que les arbres sont cultivés a basse altitude. Etonnamment, peu de genes sont communs a
deux ou trois altitudes, mettant en évidence des réponses différentes liees au greffage selon
I’altitude. Si le greffage ne modifie que tres faiblement 1’expression des genes a haute altitude,
son effet est plus marqué a altitude moyenne et surtout a faible altitude ot de nombreux génes
impliqués dans la réponse aux stress sont différentiellement exprimés. En effet, a basse altitude,
les caféiers semblent devoir s’adapter a des conditions hydriques défavorables et mettent en
place des réponses différentes selon que les plantes soient greffées ou non. De plus, a basse et

moyenne altitudes, beaucoup de genes différentiellement exprimés sont impliqués dans la
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réponse au stress biotique indiquant que le greffage aurait beaucoup d’influence sur la réponse

de C. arabica aux pressions de type biotique.

IV.Essai de validation des marqueurs biochimiques chez les caféiers

Dans cette partie du travail, nous avons, dans un premier temps, analysé et compar¢ les
réponses biochimiques de C. canephora et C. arabica soumis a des variations identiques de
climat. Pour cela, trente (30) plants de C. canephora ont fait I’objet de collecte de feuille. La
seconde étape du travail a consisté a confronter les réponses biochimiques de C. arabica placé
dans de nouvelles conditions environnementales a celles de C. arabica déja enregistrées. Pour

cette étude, nous avons pris 5 individus par mode de culture (sous irrigation ou non).

Une premiere analyse par LC-MS a permis de montrer la présence de seulement quatre
groupes de composés biochimiques : flavones, flavonols, flavanols et esters d’acide
hydroxycinnamiques. Dans ce dernier groupe, nous avons noté un dérivé de 1’acide caféique,
non annoté en LC-MS mais séparé a un temps de rétention de 16,5 minutes en HPLC (Figure

32). D’autre part, la présence de xanthones n’a pas été détectée.

mAU
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Figure 32 : Chromatogramme de C. canephora cv Nemaya obtenu a trois longueurs d’onde égales a 280 nm, 320
nm et 360 nm.

1 : Théobromine ; 2 : Catéchine ; 3 : 5-CQA ; 4 : 4-CQA ; 5 : Caféine ; 6 : Epicatéchine ; 7 : FQA ; 8 : F-dihex ; 9
: Q-di-hex-dhex : 10 : Q-diglu ; 11 : K-dihex-dhex ; 12 : K-hex-dhex ; 13 : 3,4-diCQ ; 14 : 3,5-diCQ ;15 : Rutine
;16 :4,5-diCQ ;17 : Dérivé d'acide caféique

L’¢évaluation du contenu des feuilles de C. canephora, effectuée sur des prélévements

des années 2015 et 2016, est présentée dans les tableaux 28 et 29.
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Tableau 28 : Moyennes des teneurs en acides chlorogéniques et xanthones, évaluées sur deux années de récolte et
exprimées en pourcentage de matiere seche, de feuilles matures de C. canephora cultivés a trois altitudes
différentes.

Acide 5-O-caféoylquinique (5-CQA), acide 4-O-caféoylquinique (4-CQA), acide 3,4-O-dicaféoylquinique (3,4-
diCQA), acide 3,5-O-dicaféoylquinique (3,5-diCQA), acide 4,5-O-dicaféoylquinique (4,5-diCQA), acide 5-O-
féruloylquinique (FQA) ; Der A. caf : dérivé d’acide caféique. Test statistique : Kruskal-Wallis, p<0,05

Composés phénoliques (%DW)

Flavonoides
Année Altitude Flavonoides glycosylés Flavanols
(m) F-dihex Q-dihex- Q-diglu  Rutin K- K-hex-  Catechin  Epicat
dhex dihex- dhex
dhex

650 0,046b 0,403a 0,217b  0,290a  0,174b  0,119b 2,818b  0,092ab

2015 1050  0,000a 0,336a  0,111ab  0,339a 0,086ab  0,017a 1,606a 0,162b
1250  0,000a 0,224a 0,056a  0,383a  0,000a 0,064ab  2,369ab  0,026a

p 0,006 0,069 0,010 0,374 0,008 0,007 0,019 0,010

650 0,029a 0,453b 0,383b  0,686a - 0,236b 2,757a 0,286a

2016 1050 0,029a  0,343ab  0,126a  0,522a - 0,070ab  2,581a 0,639b
1250  0,020a 0,234a 0,112a  0,461a - 0,060a 3,300a 0,184a

p 0086 0,018 0,008 0,068 0,006 0,220 0,011

Tableau 29 : Moyennes des teneurs en flavonoides, évaluées sur deux années de récolte et exprimées en
pourcentage de matiére seéche, de feuilles matures de C. canephora cultivés a trois altitudes différentes.

Flavone-di-C-hexose (F-dihex) ; quercétine 3-O-dihexose-déoxyhexose (Q-dihex-dhex) ; quercétine 3,4-di-O-
glucoside (Q-diglu) ; rutine (Rutin), kaempférol 3-O-dihexose-déoxyhexose (K-dihex-dhex) ; kaempférol 3-O-
hexose-déoxyhexose (K-hex-dhex) ; catéchine (catechin) et épicatéchine (Epicat). Test statistique . Kruskal-

Wallis,p<0,05.
Composés phénoliques (%DW)
Année Altitude Acides chlorogéniques Xanthones
(m) 5-CQA  4-CQA 3,4- 3,5- 4,5- FQA Der A. Mang  Mang-
diCQ diCQ diCQ caf OHbenz
650 3,518a 0,226a 0,090a 0,204a 0,119a 0,019a  0,022a 0,000 0,000
2015 1050 3,120a 0,181a 0,107a 0,126a 0,123a 0,037ab  0,038a 0,000 0,000

1250 2,909a 0,148a 0,080a 0,207a 0,077a  0,053b  0,031a 0,000 0,000
p 0071 0,112 0,410 0,054 0,053 0,007 0,163
650 3,828b 0,176b 0,083b 0,240a 0,138b  0,028a  0,127b 0,000 0,000
2016 1050 2,975ab 0,130ab 0,054ab 0,313a 0,053a 0,027a  0,075a 0,000 0,000
1250 2,788a 0,114a 0,045a 0,278a 0,051a 0,033a 0,102ab 0,000 0,000
p 0014 0,006 0,006 0,208 0,009 0,136 0,029

Le composé majoritaire du groupe des acides chlorogéniques est le 5-CQA. Sa teneur
varie entre 2,79 et 3,83 % MS, et ces valeurs sont obtenues en 2016, respectivement a la plus
basse et a la plus haute altitude. D’une maniére générale, les teneurs en esters d’acide café¢ique

(CQAs et DiICQs) sont plus faibles a 1250 m, quelle que soit I’année de prélévement. Par contre,
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le dérivé d’acide férulique et le 3,5-diCQ sont plus accumulés a cette forte altitude. Les teneurs
de ces esters d’acide caféique sont souvent plus élevées a 650m, mais des différences
significatives sont observées uniquement durant I’année 2016 entre les altitudes extrémes, pour
les contenus en 4- et 5-CQA, et en 3.,4- et 4,5-DiCQA.

Concernant les flavonoides, presque tous les composés du groupe des flavonoides
glycosylés, sauf la rutine, sont plus accumulés a faible altitude, quelle que soit I’année de
récolte. Les dérivés de quercétine présentent des concentrations élevées qui peuvent étre
supérieures a celles de la rutine en 2015 (Tableau 29). La plupart de ces composés ont des
teneurs significativement différentes entre altitudes au cours d’une année, mais seuls le Q-diglu
et le K-hex-dhex montrent des différences significatives au cours des deux années. En
particulier, le Q-diglu voit sa teneur augmenter avec 1’altitude, quelle que soit I’année de
récolte.

En ce qui concerne les flavanols, le composé majoritaire est la catéchine dont la teneur
varie de 2,76 a 3,3% MS. Nous observons que la teneur en €épicatéchine est en général 10 fois
plus faible que celle de la catéchine. Les teneurs en ces deux composés sont toujours
statistiquement différentes a 1’altitude intermédiaire par rapport aux deux autres, la catéchine y

étant plus faiblement accumulée.

En résumé, les feuilles de C. canephora se distinguent de celles de C. arabica
par la présence d’un dérivé d’acide caféique (non identifi¢) et I’absence de composés
de la famille des xanthones. Un seul composé, le Q-diglu, pourrait étre considéré
comme marqueur biochimique de I’adaptation par sa baisse de teneur en fonction de

[’altitude et une hausse des concentrations en fonction de 1’année de récolte.

Les valeurs moyennes des teneurs en composés phénoliques des feuilles de C. arabica
cultivés avec ou sans irrigation sont données dans le tableau 30. Le test de Mann-Whitney (a p
<0.05) permet d’identifier I’épicatéchine, le 3,5-diCQ et I’ensemble des flavonoides glycosylés
sauf la rutine comme des marqueurs potentiels de la diversité entre plants irrigués et non
irrigués. D’une manicre générale, les feuilles des individus irrigués sont plus concentrées en
flavanols, mais moins riches en flavonoides glycosylés et xanthones. Concernant les CQAs et
les diCQs, I’accumulation préférentielle dépend du métabolite considéré. En effet, si la teneur

en 5-CQA est plus ¢élevée pour les individus irrigués, celle du 4-CQA est plus forte chez les
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individus non irrigués. De méme, le 4,5-diCQ est plus fortement accumulé dans les feuilles des
individus non irrigués, alors que le 3,4-diCQ et le 3,5-diCQ sont plus concentrés chez les
individus irrigués. Ces évaluations n’ayant été réalisées qu’une seule fois, il est difficile de les
comparer aux résultats obtenus au Mexique. Cependant, les variations obtenues indiquent que
I’enrichissement en eau du sol favorise I’accumulation des flavanols et limite celle des
flavonoides glycosylés et des xanthones. Ce résultat est en opposition aux résultats obtenus au
Mexique qui montraient un effet négatif des fortes pluviométries sur les teneurs en acides

chlorogéniques et flavanols. L’apport de 1’eau uniquement au niveau du sol pourrait-il alors

modifier I’accumulation des composés phénoliques dans les feuilles ?

Tableau 30 : Moyennes des teneurs en composés phénoliques (%MS) dans les feuilles des caféiers malgaches en

culture irriguée ou non (N = 10). Test statistique . Mann-Whitney (p<0,05)

Composés phénoliques Non irrigué | Irrigué
Flavanols Catéchine 1,288 1,749
Epicatéchine 0,644 0,904*
Acides chlorogéniques 5-CQA 2,8 2,948
Dérivés d’acides hydroxycinnamiques 4-CQA 0,162 0,14
3,4-diCQ 0,019 0,02
3,5-diCQ 0,029 0,052*
4,5-diCQ 0,022 0,018
FQA 0,081 0,067
F-dihex 0,648* 0,409
Flavonols glycosylés Q-dihex-dhex | 0,096* 0,062
Q-diglu 0,552* 0,323
Rutine 1,152 0,94
K-dihex-dhex | 0,068* 0,03
K-hex-dhex 0,113* 0,04
Mangiférine 1,036 0,877
Xanthones Mang-OHbenz| 0,027 0,02
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Les mémes groupes de composés phénoliques ont été quantifiés chez C. canephora et
C. arabica malgache. Deux différences majeures ont été¢ notées entre les deux especes cultivées
I’absence des xanthones et la présence d’un dérivé d’acide caféique chez les C. canephora. Si
I’absence des xanthones a déja été mentionnée chez C. canephora (Talamond et al., 2008 ;
Campa et al, 2012), la présence de ce dérivé d’acide caféique n’a jamais été soulignée
(Mondolot et al., 2006 ; Campa et al., 2012 ; Martins et al., 2014). Cependant, ce dérivé a peut-
étre été pris en compte lors de la quantification des acides caféiques totaux de C. canephora
dans les réactions de tolérance au froid (Fortunato et al., 2010). En fait, le composé qui marque
la différence entre altitude chez C. canephora est le Q-diglu. Ce composé est connu pour son
activité antioxydante lors de stress (Wahid et al., 2007 ; Chebrolu et al., 2016 ; Vidovi¢ et al.,
2017). Pour C. arabica malgache, I’irrigation semble favoriser I’accumulation des flavanols, ce
qui va dans le sens des ¢tudes sur Cuminum cyminum qui montrent une accumulation
d’anthocyanidines, dont les flavanols sont les précurseurs, en cas d’irrigation (Alinian et
al., 2015).

Bien que les analyses n’aient été réalisées que sur deux ans, nous pouvons remarquer
que chez C. canephora comme chez C. arabica, les molécules qui semblent susciter un intérét
pour servir de marqueur biochimique de 1’adaptation sont les flavonoides glycosylés, et plus
particulierement le Q-diglu en tant que marqueur de I’adaptation a la lumiere. D’autre part, ce
sont ces composés qui permettent d’établir une différence significative entre C. arabica irrigué

ou non.
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Discussion générale

Parmi les 124 especes du genre Coffea, 53 sont endémiques a Madagascar et deux
especes africaines sont mondialement exploitées pour la production de café : C. arabica et C.
canephora (Davis et al., 2007 ;Davis et al., 2011). Actuellement, la caféiculture est menacée
par le changement climatique et des solutions doivent étre trouvées pour préserver cette culture,
en particulier en recherchant des individus susceptibles de s’adapter aux nouvelles conditions
environnementales générées par les modifications climatiques. Dans ce cadre, notre étude s’est
intéressée a la mise en évidence de marqueurs biochimiques ou génétiques qui sont liés a
I’adaptation des caféiers aux stress abiotiques induits par le changement climatique.
Connaissant la richesse des caféiers en certains composés phénoliques, notre étude s’est
focalisée sur la recherche de marqueurs appartenant a cette famille de composés ainsi que de
genes concourant ou non a leur synthése et pouvant servir de cibles en amélioration pour les
caféiers cultivés.

En cultivant la variété Marsellesa de C. arabica a trois altitudes différentes comprises
entre 650 et 1250 m et en analysant le contenu des feuilles matures récoltées sur trois années
successives, nous avons pu montrer que les acides chlorogéniques, les flavanols et les flavonols
glycosylés étaient de bons indicateurs de ’adaptation des feuilles a certaines contraintes
climatiques. Une analyse du transcriptome a permis de confirmer le rdle de certains flavonols
glycosylés dans ’adaptation des feuilles matures aux radiations solaires. La comparaison du
contenu phénolique de ces feuilles avec celui de feuilles d’arbres poussant sous ombrage
conforte le role de ces molécules dans I’adaptation aux radiations solaires. L’analyse
comparative du transcriptome révele la surexpression, en culture en plein soleil, de génes codant
pour des protéines de choc thermique (HSP) qui pourraient étre des indicateurs de la capacité
adaptative des caf€iers a la lumiere. L’étude comparative du métabolisme phénolique et du
transcriptome de plants non greffés ou greffés sur Coffea canephora permet de révéler des
différences au niveau de I’expression des génes impliqués dans la réponse aux stress biotiques
et abiotiques et des transports de solutés. Le greffage semble faciliter le transport des nitrates
et la photosynthése. L adaptation passerait par des voies de signalisation différentes chez les
individus greffés. Enfin, les flavonols glycosylés semblent intervenir ¢également dans
I’adaptation de C. canephora aux modifications environnementales engendrées par 1’altitude

ainsi que dans I’adaptation des C. arabica a la pauvreté du sol en eau.
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I. Les marqueurs potentiels en réponse aux rayonnements solaires

Nos études métaboliques et transcriptomiques désignent les flavonols glycosylés, et plus
particulierement les dérivés de quercétine différents de la rutine, comme acteurs principaux
dans 1’adaptation des feuilles matures aux radiations solaires. Ces résultats, excepté pour la
rutine dont les teneurs ne suivent pas celles des autres composés glycosylés, sont en accord
avec ceux de Martins et ses collaborateurs (2014) obtenus sur une autre variété de C. arabica
dans une expérimentation ou seule I’intensité lumineuse était modifiée. Trés récemment, Zhang
et ses collaborateurs (2017a) ont montré que, chez Fagopyrum tataricum, la rutine pouvait
¢galement intervenir dans les réponses a la sécheresse et a une basse température. Dans notre
dispositif expérimental constitu¢ de trois essais a différentes altitudes pour lesquelles toutes les
caractéristiques du climat sont susceptibles d’étre différentes, il est possible que la teneur en
rutine soit le reflet de la réponse a plusieurs stress environnementaux, contrairement aux autres
composés de la méme famille. L implication des composés phénoliques dans la réponse aux
rayonnements solaires a été décrite chez de nombreuses especes telles que Pisum sativum ou
Triticum aestivum (Alexieva et al., 2001 ; Vidovic€ et al., 2017). Le role particulier des flavonols
glycosylés dans la photoprotection est largement documenté. Il est attribué a la présence du
noyau B ortho-dihydroxylé des flavonoides qui constituerait un écran protecteur contre les
rayonnements UV (Agati ef al., 2011 ; Agati et al., 2013 ; Zhang et al., 2017b). De plus, la
forme glycosylée permet d’améliorer la solubilité, la réactivé et la stabilité de la molécule tout
en donnant une plus grande activité antioxydante grace aux groupements hydroxyles
(Hernandez et al., 2009 ; Mierziak et al., 2014).

L’¢étude comparative de la morphologie des arbres cultivés en plein soleil et sous
ombrage a également permis de montrer que 1’ombrage favorise 1’accroissement de la surface
foliaire. Ce résultat est soutenu par les études de Diaz-Pérez (2013) qui notent que les plants de
Capscicum annum se développent en hauteur et/ou augmentent leur surface foliaire pour
maximiser |’utilisation de la lumiére. En parall¢le, notre analyse transcriptomique montre que
I’expression de geénes impliqués dans les voies de signalisation induites par [’auxine est
supérieure chez les individus sous ombrage, indiquant un effet plus important de la croissance
a I’ombre. Elle a mis en évidence une surexpression de trois groupes de protéines de choc
thermiques (HSP) chez les caféiers non ombragés : les sHSP, HSP70 et HSP90. Les individus
placés en plein soleil répondent donc a un stress qui pourrait étre lumineux ou thermique (forte
chaleur en plein soleil ou chaleur dégagée par I’activité photosynthétique plus intense en plein

soleil) (Al-Whaibi, 2011).
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I1 faut cependant noter que ces observations ne sont valables que pour les feuilles matures. En
effet, en comparant le contenu des feuilles matures a celui de feuilles juvéniles et en s’appuyant
sur ’analyse de I’expression des genes dans ces deux types de feuilles, il est apparu que les
flavonols glycosylés accumulés dans les feuilles jeunes étaient différents de ceux produits en
réponse au stress dans les feuilles matures. Si deux quercétines glycosylées sont synthétisées
dans les feuilles matures en réponse a la lumicére, c’est la rutine, ou quercétine 3-O-rutinoside,
qui est largement majoritaire dans les feuilles jeunes et pourrait jouer le réle d’antioxydant et
de photoprotection. Les marqueurs moléculaires potentiels identifiés dans les feuilles matures
pourraient donc ne pas €tre ceux identifiés dans les feuilles jeunes ou d’autres organes de la

plante.

II. Marqueurs potentiels en réponse a la température

Nous savons que le fonctionnement de la photosynthése induit une production de
chaleur et qu’une forte radiation solaire provoque une augmentation de la température foliaire
par une activité photosynthétique accrue. Les plantes ont mis en place des systémes permettant
d’évacuer la chaleur liée a I’activité photosynthétique mais il nous est difficile de discerner,
dans les réponses a la forte intensité lumineuse, celles qui répondent au stress radiatif de celles
qui répondent au stress thermique induit. Aussi, les genes impliqués dans la réponse au stress
thermique peuvent aussi étre impliqués dans les stress lumineux. D’ailleurs, au niveau
biochimique, les flavonols glycosylés sont décrits comme des composés liés a la réponse a la
chaleur dans les feuilles de tomate, de pastéque, de canne a sucre et des grains de soja (Rivero
etal., 2001 ; Wahid, 2007 ; Chebrolu et al., 2016). Notre étude transcriptomique comparant les
caféiers cultivés a ’ombre et au soleil a mis en évidence trois groupes d’HSP, HSP70, HSP90
et les sHSP. La majorité des études sur les HSP ont été conduites sous stress thermique, d’ou
leur fonction connue dans la thermotolérance (Takahashi et al., 1992; Sarkar et al., 2009; Zhong
et al., 2013; Sun et al., 2016) comme pour HSP17.6 et HSP 18.1, dont I’expression combinée
a été observée chez le raisin et les petits pois en réponse au stress thermique (Zhang et al., 2008;
Al-Whaibi, 2011). Lors de cette analyse, un autre groupe de HSP (HSP83A) est surexprim¢ au
soleil, mais il est décrit par ailleurs comme impliqué dans la réponse aux stress thermique
(Nguyen et al., 2015). 11 a été montré plusieurs fois chez Arabidopsis thaliana que le HSP26.5
¢tait induit apres un stress thermique (Wang et al., 2016 ; Zhuang et al., 2018). Concernant les
genes impliqués dans la photosynthése (RCAI) et (PFK3), des études montrent qu’ils seraient
impliqués dans 1’adaptation aux stress thermiques (Kurek et al., 2007 ; Mustroph et al., 2007).
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Ainsi, il nous est difficile de dire si les marqueurs génétiques mis en évidence par
comparaison des plantes cultivées en plein soleil ou sous ombrage sont des marqueurs
d’adaptation a la lumicre ou a la température. En tout état de cause, leur expression contribue
au maintien des caféiers en culture en plein soleil et leur permet d’assurer leur croissance sous
ces conditions. Cependant, en comparant les croissances sous ombrage et en plein soleil, nous
avons constaté, du moins en ce qui concerne les feuilles, une plus grande croissance sous
ombrage. Il n’est pas impossible que 1’énergie dispensée par la plante pour tolérer les fortes
intensités lumineuses (et la température qui en découle) soit fournie aux dépens de la croissance.
I1 faut également noter que les feuilles des plantes cultivées en plein soleil a basse altitude, en
plus de surexprimer les HSP, renferment des teneurs fortes en raffinose, sucre accumulé en
condition de stress. A cette altitude, en limitant la situation de stress, I’ombrage semble étre une

condition favorable a la culture des caféiers.

III. Marqueurs potentiels en réponse au stress hydrique

Les différentes analyses effectuées lors de cette étude sur la réponse de C. arabica a
I’altitude ou/et a ’ombrage nous indiquent que les CQA et les flavanols constituent des
marqueurs biochimiques potentiels de stress hydrique. Chez Prunus avium, Cistus clusii et
Salvia officilanlis, cette relation négative entre la teneur en métabolites et les précipitations est
expliquée par le fait que la plante investit dans la croissance et réduit la synthése de métabolites
secondaires en cas de fortes précipitations (Cohen et al., 1994 ; Hernandez et al., 2004 ; Bettaieb
et al., 2011). D’autre part, Bidel et ses collaborateurs (2007) et Smirnoff (2008) ont montré que
chez trois espéces ligneuses (Morus nigra L., Prunus mahaleb L. et Lagerstroemia indica L)
les CQAs sont des antioxydants pouvant étre accumulés sous 1’effet de la sécheresse et d’une
forte radiation solaire. Lors de la comparaison entre feuilles issues de pieds non greffés et
greftés sur C. canephora, nous avons pu noter, a basse altitude, une concentration plus faible
en flavanols et CQAs chez les greffés. De plus, I’analyse transcriptomique a montré que les
pieds greffés et non greffés surexprimaient des genes impliqués dans la réponse a la
déshydratation (RD22, CBL1 ASPGI, CPL3). Les pieds greffés surexprimaient également de
nombreux geénes impliqués dans les transports de solutés. Cet ensemble indiquerait que le porte-
greffe C. canephora cv. Nemaya éviterait que C. arabica se trouve en situation de stress
hydrique dans les conditions de culture imposées a basse altitude. Si les flavanols et les CQAs

peuvent étre considérés comme des marqueurs biochimiques potentiels de stress hydrique, les
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génes RD22, CBL1, ASPGI et CPL3 pourraient constituer d’excellents genes candidats pour la
sélection d’individus en fonction de leur tolérance au stress hydrique.

Le gene de réponse au stress RD22, induit par ’ABA a tout d’abord été décrit par
Yamaguchi-Shinozaki et Shinozaki (1993) chez Arabidopsis thaliana. Puis, 1l a été prouvé sur
les études de la vigne que ce gene est un marqueur de stress abiotique li¢ a la déshydratation
comme la sécheresse ou la salinité (Hanana ef al., 2008 ; Matus et al., 2014). Le géne CBLI est
impliqué dans la signalisation de la voie calcique en réponse au stress hydrique, au stress salin
et au froid chez Arabidopsis thaliana (Albrecht et al., 2003 ; Cheong et al., 2003), mais
¢galement chez d’autres especes comme Ammopiptanthus mongolicus (Guo et al., 2010) et
Glycine max (Neto et al., 2013). 1l semblerait que CBLI soit €¢galement une réponse commune
au stress li¢ a la déshydration comme le géne RD22. La surexpression du géne ASPGI aide les
plants d’Arabidopsis thaliana a faire face a la sécheresse (Yao ef al., 2012) mais aussi au froid
(Liu et al., 2012). Ces observations nous confortent dans la sélection de ces génes comme

marqueurs dans la réponse a la déshydration.

IV. Validation des marqueurs biochimiques chez d’autres espéces

Cette validation a ¢été tentée sur la deuxiéme espéce cultivée, C. canephora.
Généralement cultivée en basse altitude (du niveau de la mer jusqu’a 1200m) et a température
environnant 24 a 26°C (DaMatta et Ramalho, 2006), cette espéce ne rencontre pas les conditions
de culture idéales dans cette étude ou les températures peuvent souvent descendre en-dessous
de 16°C a haute altitude. Les analyses biochimiques semblent montrer que seul le FQA pourrait
étre un marqueur de 1’adaptation aux faibles températures, sa teneur augmentant avec 1’altitude
de plantation. Par contre, tout comme chez C. arabica, les flavonols glycosylés participent a la
réponse aux radiations solaires. Cependant, les dérivés de kaempférols s’associent aux dérivés
de quercétine pour répondre aux fortes conditions de lumiére.

La majorité des études réalisées sur les caféiers cultivés a Madagascar sont basées sur
I’analyse biochimique des grains. De manicre générale, la composition des grains de C. arabica
décrite par Rakotomalala (1993) correspond a celle des feuilles de C. arabica malgache de notre
¢tude excepté certains composés caractéristiques des grains. Les conditions d’irrigation
favorisent la concentration en flavanol dans les feuilles de C. arabica malgache, ce qui constitue
une réponse différente de celle obtenue au Mexique. Ce résultat pourrait cependant étre
expliqué par une adaptation au stress hydrique des individus sous irrigation (Alinian et al.,

2015). De méme, alors que la production de flavonoides glycosylés est apparue comme une
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réponse classique a une forte radiation solaire, les caféiers irrigués présentent des teneurs plus
faibles en ces composés que les non irrigués, ce qui pourrait indiquer 1a encore un effet

particulier de I’irrigation sur le métabolisme des composés phénoliques.
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Conclusion générale et perspectives

L’originalité de ce travail a été de réaliser en plein champ des études sur la réponse des
caféiers a la modification des paramétres climatiques en plein champ, dans des conditions
naturelles pour lesquelles les différents paramétres du climat sont susceptibles de changer, seuls
ou ensemble. Cette approche, comparée a des €études réalisées en chambre de culture ou en pots
au cours desquelles un seul parameétre environnemental est modifi¢, rend plus difficile
I’interprétation des résultats mais présente 1’avantage de se rapprocher des conditions naturelles
auxquelles les caféiers seront soumis dans le cadre du changement climatique. Il a quand méme
¢té possible de mettre en ¢évidence des marqueurs d’adaptation biochimiques et
transcriptomiques chez C. arabica.

Globalement, les résultats morphologiques obtenus suivant les différentes conditions de
culture (altitude, ombrage, greffage, irrigation) ont permis d’associer la croissance des feuilles
a I’altitude et a la température mais également a I’humidité relative. La croissance foliaire est
stimulée par la pluie et I’humidité relative mais limitée par des températures et radiations
solaires ¢élevées. Par contre, la croissance générale de la plante ne peut étre reliée a aucun des
parametres climatiques. Le greffage ne semble pas avoir trop d’influence sur la croissance des
caféiers.

Quant a la composition phénolique des feuilles, les analyses chromatographiques
(HPLC et LC-MS) ont permis d’identifier, pour la premiére fois, la présence de deux composés
de la famille des xanthones dans les feuilles de C. arabica : I’iriflophénone-C-glucoside et le
parahydroxybenzoate de mangiférine. Dans les feuilles matures, nous avons montré que
I’accumulation des composés phénoliques n’est pas liée a I’altitude. Par contre, celle de certains
composés est liée plus particulierement a I’un des paramétres climatiques. Ainsi, les teneurs en
flavonoides glycosylés, excepté celle de la rutine, augmentent avec la hausse des rayonnements
solaires et de la température, alors que celles des flavanols et des CQAs augmentent quand les
précipitations diminuent, par conséquent en cas de stress hydrique. Les CQAs, les flavanols et
les flavonols glycosylés peuvent donc constituer des marqueurs de 1’adaptation des feuilles
matures aux conditions hydriques, lumineuses et thermiques. De plus, les génes impliqués dans
la glycosylation des flavonols, particulierement exprimés chez les feuilles matures en condition
de forte lumiere, pourraient servir de marqueurs de 1’adaptation aux radiations solaires.

Les résultats biochimiques obtenus grace au dispositif ombrage confirment nos précédentes
observations par I’accumulation des flavonoides en réponse a la lumiére. De plus, les analyses
transcriptomiques nous montrent deux geénes impliqués dans leur synthése, F3GT et DFR et de
nombreux genes codant pour les HSP qui sont surexprimés dans les feuilles exposées au soleil,

ce qui permet de considérer ces génes comme des marqueurs potentiels de la capacité adaptative
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des caféiers a I’augmentation du rayonnement solaire. Les analyses transcriptomiques sur les
caféiers greffés permettent de d'ajouter des genes impliqués dans les transports cellulaires et
dans la réponse a la déshydratation (RD22, CBL1 ASPGI, CPL3) comme marqueurs potentiels
des stress hydriques. La recherche de validation des marqueurs biochimiques en analysant les
feuilles de C. canephora et de C. arabica malgache conforte la possibilit¢ d’utiliser les

flavonoides glycosylés, notamment le Q-diglu, comme marqueur biochimique d’adaptation.

En perspective, il s’agira tout d’abord de valider le réle des marqueurs génétiques
candidats par des RT-qPCR et de les tester ensuite sur les variétés commercialisées. Il faudrait
également ¢largir 1’é¢tude en augmentant le nombre d’individus par essai, le nombre de
répétitions et le nombre d’especes étudiées. De méme, il faudrait étendre 1’étude a d’autres
métabolites secondaires décrits comme intervenant dans les réponses adaptatives, tels que les
lipides et les terpénoides. Pour confirmer leur implication dans les réponses aux stress, des
expérimentations doivent étre envisagées en culture contrélée. Enfin, il serait intéressant de
disposer du séquencage complet du génome d’Arabica afin d’augmenter le nombre de genes a

fonction connue.

Ces travaux constituent une premicre approche pour comprendre les mécanismes mis
en jeu par les caféiers pour répondre a différentes conditions environnementales, et en
particulier celles qu’ils pourront rencontrer dans un contexte de changement de pratiques
culturales pour répondre aux changements climatiques. Approfondis et validés par des études
complémentaires, ils pourraient étre utiles pour la sélection d’individus producteurs capables

de s’adapter aux changements de techniques culturales ou de climat.
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ABSTRACT

Coffea arabica L., the species most exploited for coffee production but most sensitive to
environmental modifications, must be able to adapt to the climate changes that are already
taking place. This study focused on the leaf secondary metabolites, a key element of the stress
adaptive machinery of most plants. Using LC-DAD-MS?, 23 secondary metabolites (2
alkaloids, 3 benzophenones and 18 phenolics) were annotated, including novel glycosylated
flavonoids and benzophenones. The analysis of the phenolic content in mature and juvenile
leaves collected at different elevations and seasons was complemented by the study of the
expression of phenolic biosynthesis genes assessed by RNA-seq. It revealed that the
caffeoylquinic acid, flavanol and rutin content of the mature leaves paralleled a higher
synthesis when leaves were younger. In juvenile leaves, higher metabolite contents (2.2-, 1.3-
and 1.8-fold increases for caffeoylquinic acids, flavanols and rutin, respectively) and, except
for lignification, higher expression of most of the homologous genes encoding the
phenylpropanoid pathway (2-fold higher in average when expressed in log 10 RPKM) were
observed. Glycosylated flavonoid content, except rutin, was 8-fold higher in mature leaves
than in juvenile one, indicating biosynthesis occurs when leaves were aging. Comparing
phenolic content and gene expression between mature leaves of trees cultivated at three
different elevations indicated that glycosylated flavonoid content was more influenced by
temperature than by solar irradiance (R = 0.543, p < 0.001 and R = 0.435, p < 0.01,
respectively) when chlorogenic acid and flavanol contents were more dependent on rainfall (R
= -0.449, p <0.001 and R = -0.582, p <0.001, respectively). These results suggest that
secondary metabolite contents in C. arabica mature leaves result from developmentally- and

environmentally-controlled gene expression with perceived environmental conditions.

1. INTRODUCTION

Of the 124 species that form the Coffea genus (Davis et al. 2011), mostly Coffea arabica L.
and C. canephora Pierre ex A. Froehner are cultivated, with C. arabica being the major crop
in core production centers such as Mexico and Central America (ICO 2013). However, this
species appears to be highly susceptible to abiotic stresses generated by climate change (e.g.
increased air [CO,], supra-optimal temperature and water scarcity). Over the past few
decades, the mean temperature in the Andean and Mesoamerican regions has increased by
1°C and the seasonal rainfall pattern has changed. In parallel, at the lowest elevation (<700 m

asl) in Mexican and Nicaraguan plantations, reduced growth, erratic flowering, incomplete
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fruit maturation and fruit drop have been noticed (Villers et al. 2009; Baca et al. 2014). Losses
from pests and diseases have also increased (Avelino et al. 2015). Early predictive models
suggest that the world coffee production area will be halved by 2050, especially in Brazil, the
largest coffee provider (Bunn et al. 2015; Magrach and Ghazoul 2015; Ovalle-Rivera et al.
2015). More recent investigations predict that [CO2]-fertilization could mitigate the negative
effect of temperature, helping coffee plants to acclimate under predicted global warming
scenarios (DaMatta et al. 2016; Martins et al. 2016; Verhage et al. 2017; Dubberstein et al.
2018; Rahn et al. 2018). With the hope of maintaining their production level, growers are
developing different strategies in order to prevent coffee trees experiencing drastic climate
changes. Growing coffee plants at higher elevations is one of the proposed solution. However,
climate change does not necessarily mean that climatic parameters are altered in a concerted
manner regardless of the elevation and information on the adaptive mechanisms of C. arabica
plants to different elevations and environmental conditions is needed.

Secondary metabolites (SM) constitute one of the major adaptive tools of plants to biotic and
abiotic stresses (Bennett and Wallsgrove 1994). Their accumulation is finely tuned to
perceived environmental cues (Sampaio et al. 2016). They belong to various chemical classes,
such as phenolic compounds, alkaloids and terpenes. A large body of literature is devoted to
phenolic compounds that participate in plant resistance and acclimation/adaptation to
environmental constraints through various mechanisms, including their strong antioxidant
activity which enables them to quench the reactive oxygen species (ROS) emitted during any
form of stress, their capacity to absorb UV (Winkel-Shirley 2002; Tattini et al. 2004; Pavarini
et al. 2012) and their toxicity towards plant pests (Clé et al. 2008). They are key players of the
adaptation of Arabidopsis thaliana leaf to intense light (Hectors et al. 2014) and
caffeoylquinic acid, a chlorogenic acid described as a lignin precursor and carbon reservoir
(Grace and Logan 2000), accumulates to greater levels in response to temperature and light in
Solanum tuberosum leaves and in Capsicum annuum seeds (Yao et al. 1995; Diaz et al. 1997).
In coffee plants, SM have been well described in the economically-valuable beans because of
their role in coffee beverage quality and human health. They include a variety of chlorogenic
acids (esters of hydroxycinnamic acids - mainly 5-caffeoylquinic acid), alkaloids such as
caffeine and its derivatives (Anthony et al. 1993; Campa et al. 2008), lipids (Dussert et al.
2008; Bertrand et al. 2008) and volatile organic compounds (Bertrand et al. 2012a). Studies
on SM in leaves are scarce and are often limited to caffeine and chlorogenic acids (Ashihara
et al. 2008; Magalhdes et al. 2010). Recently, the presence of other phenolics, such as

flavonoids (Martins et al. 2014) and the xanthone mangiferin (Campa et al. 2012; Trevisan et
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al. 2016) have been reported. Except for one report on the response of C. arabica leaves to
light intensity (Martins et al. 2014), no information is available on the SM response of C.
arabica leaves to climate traits under field conditions. This study therefore aims to 1) increase
knowledge on coffee leaf SM, 2) follow phenolic biosynthesis during leaf ontogeny and 3) try
to identify, under field-conditions where climate variations are multifactorial, the phenolics

that are more elicited by variations of environmental parameters..

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Experimental design

Leaves of young Coffea arabica L. cv. Marsellesa trees cultivated under full sun conditions
were collected once, but at different seasons in 2015, 2016 and 2017 in field trials located at
three elevations in Mexico : (1) Colegio de Posgraduados campus, Cordoba municipality
(Colpos) at an altitude of 650 m asl (L, at 18° 51'22"N 96° 51'38"W), (2) a private farm
“Finca Roma”, Emiliano Zapata municipality (Roma) at an altitude of 1050 m asl (I, at 19°
27'54"N 96° 52'49"W) and (3) an experimental station of the Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias, Teocelo municipality (INIFAP) at an
altitude of 1250 m asl (H, at 19° 23'42"N 97° 00'03"W). C. arabica L. cv. Marsellesa is an
introgressed cultivar from the Sarchimor varietal family that displays resistance to coffee leaf

rust (Hemileia vastatrix) (Bertrand et al. 2012b).

2.2. Meteorological data and climate characterization

Environmental data were monitored from a meteorological station located on each plot. Air
temperature and relative humidity (CS215, Campbell Scientific Ltd, Shepshed, UK), solar
irradiance (SP1110, Skye Instruments Ltd, Llandrindod Wells, UK), and gross rainfall
(tipping bucket rain gauge ARG100, Environmental Measurements Ltd, Sunderland, UK)
were recorded every minute and aggregated on hourly basis using a data logger (model 21X,
Campbell Scientific Ltd, Shepshed, UK). In order to characterize the climate conditions under
which the collected leaves became mature (from their appearing on the apical bud to their
positioning on the third node) the mean temperature (T, °C), mean relative humidity (RH, %),
cumulated rainfall (RAIN, mm) and cumulated solar irradiance (SI, kW m™) were calculated

over 120 days before leaf sampling.

2.3. Leaf sampling for secondary metabolite analyses and RNA extractions
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For each altitudinal plot, 25 mature leaves were sampled on five plants of similar stature (five
leaves per plant) in April, June and September. To allow reasonable time for sample
treatment, the monthly samples were made during three consecutive years between 5 and 6 h
after sunrise in April 2014 (7 months after the planting of 8-month-old plants grown in the
nursery), June 2015 (29-month-old plants), and September 2016 (44-month-old plants).
Leaves of the third node from the branch apex (considered as mature leaves) and of the 6" to
g pairs of plagiotropic branches were selected. Their lamina size (length and width) was
recorded before stem clipping. It was ensured that the sampled leaves were fully exposed to
the sun (avoiding shaded leaves) and oriented towards the East. Leaves of the same harvest
and collected on the same tree were packed together, plunged in liquid nitrogen in the field
immediately after harvest and maintained at -80°C until freeze drying. Using the same
protocol, a collection of juvenile leaves was assembled in June 2015 at the intermediate
elevation (1050 m asl) by collecting five leaves on the first node from the branch apex on five
selected trees (same trees as for mature leaf samplings). All of these samples were later
analyzed for SM. An additional harvest of mature and young leaves was conducted similarly
in June 2015, at the three elevations, on three of the five selected trees except that -80°C
frozen samples were directly subjected to RNA extraction and not freeze-dried. This set of
samples was used for RNA-seq analysis and was carried 3 h before the sampling for SM

analysis to prevent wound-induced transcriptional changes.

2.4. Secondary metabolite analysis
The freeze-dried leaf samples were vacuum packed and sent to the IRD laboratory,
Montpellier, France, to be ground into fine powder with an electric blender (A10 IKA Model)
and stored till extraction. For each sample, extraction was carried out by stirring 25 mg of
plant material in 6 mL of MeOH/H,O (80:20, v/v) for 3 h at 4°C (250 rpm, Rotamax 120,
Heidolph), supplemented with 10 pL of 5-methoxyflavone (4 mM) as internal standard. After
centrifugation (10 min, 8°C, 3500 rpm), the organic extract was collected and filtered
(Millipore, 0.25 um porosity) before analysis. Each extraction was carried out in triplicate.
Quantitative analyses were carried out on an HPLC system (Shimadzu LC 20, Japan) as
described earlier (Campa et al. 2017). Parallel analyses were performed in triplicate on pure
standard solutions of theophylline, theobromine, caffeine, mangiferin, 5-CQA and caffeic acid
from Sigma-Aldrich Chimie (St Quentin Fallavier, France), glycosylated kaempferol and
quercetin, rutin, (+)-catechin, (-)-epicatechin and epigallocatechin from Extrasynthese (Lyon,
France) and 3,4-, 3,5- and 4,5-O-dicaffeoylquinic acid (diCQA) from Biopurify
5
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Phytochemicals (Chengdu, China) at 25, 50, 75 and 100 pg mL™'. Quantification of 3-, 4- and
5-CQA, FQAs and 3,4-, 3,5- and 4,5-diCQA was undertaken at 320 nm, caffeine and catechin
derivatives at 280 nm, and mangiferin, kaempferol and quercetin derivatives at 360 nm.
Concentrations were expressed in mg g dry weight by comparison with the standard curves
established with respective standards. For 3-CQA, 4-CQA and FQA, contents were calculated
against the 5-CQA standard curve. The contents of the mangiferin derivative and of each
flavonol derivative were calculated on the basis of mangiferin and quercetin standard curves,
respectively, and expressed as mangiferin and quercetin equivalent. Each coffee leaf powder
sample was extracted and analyzed three times. For each sample, the mean alkaloid and
phenolic compound contents were expressed as a percentage of dry weight (% DW).

To confirm the above standard-based identifications and to provide some basic structural
information on the other substances, UHPLC-DAD-ESI-MS/MS (QTOF) analyses were
performed on an Agilent Infinity® 1290 system (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
coupled to a UV/vis DAD detector and equipped with a QTOF 6530 detector (Agilent)
controlled by MassHunter® software (Agilent). Analytic separation was carried out on a
Poroshell® 120 EC-C18 column (100 mm x 3.0 mm, 2.7 um) equipped with a pre-column
(Poroshell® 20 EC-C18, 5 mm x 3.0 mm, 2.7 pm). A gradient of 0.4% formic acid in water
(A) and acetonitrile (B) was used as follows: 0 min, 1% B; 1.5 min, 1% B; 6 min, 10% B; 12
min, 35% B; 14 min, 100% B; 16 min, 100% B. The flow rate and column temperature were
1.0 mL min" and 60°C, respectively. A total of 2.0 uL of sample extract was injected. The
ESI source was optimized as follows for positive and negative ionization modes (in “Auto
MSMS” acquisition mode): scan spectra from m/z 50 to 2000, capillary voltage 3.5 kV, nozzle
voltage 2000 V, fragmentor 110 V, fixed collision-induced dissociation (CID) energy at 20
eV. Nitrogen was used as the nebulizing gas with a flow rate of 12 L min™ and a temperature

of 310°C at 40 psi.

2.5. RNA extraction and RNA-seq analysis

Total RNA was extracted as described by Breitler et al. (2016) after grinding in liquid
nitrogen leaves that had been previously harvested under field conditions. RNA was
quantified using a NanoDropTM 1000 Spectrophotometer (Thermo  Fischer
Scientific, Waltham, MA, USA). RNA quality and integrity were verified by an Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies) with RNA 6000 Nano™ kits ensuring RIN values equal
to or greater than 7.0.
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RNA-seq was carried out by the MGX platform (Montpellier GenomiX, www. mgx.cnrs.ft/).
RNA-seq libraries were constructed with the TruSeq Stranded mRNA Sample Preparation kit
from Illumina. A 1 pg aliquot of total RNA was used to construct the libraries. Clustering and
50 nucleotide single-end sequencing were carried out according to the manufacturer’s
instructions. Image analyses and base calling were carried out using the HiSeq Control
Software and Real-Time Analysis component (Illumina). The reads were aligned using BWA
(Burrows—Wheeler Aligner; Li and Durbin 2009) against the C. canephora 25,574 protein-
coding gene models used as the reference transcriptome (Denoeud et al. 2014). Unmapped
and multi-position matched reads were excluded from later analyses, whereas uniquely
mapped reads were counted using samtools idxstats
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19505943; Li et al. 2009) for subsequent differential
expression analysis by EdgeR (Robinson et al. 2010) in our Galaxy instance (Giardine et al.
2005). With these criteria, the percentage of reads mapped uniquely to a genomic location
varied from 61.5 to 84.9 %.

For each sample, reads were normalized using EdgeR and a filter was used to remove slightly
expressed genes. For that, total expression (sum of the abundances in the 9 samples of mature
leaves) was calculated and genes having a total expression below 35 were discarded. The
number of genes selected for further analysis was thus 19,586. A differential expression
analysis of these genes (between the three elevations) was carried out between each elevation
considering p values (p<0.05). For the intermediate elevation, heatmaps of expression levels
(in logl0 RPKM — Reads Per Kilobase Million) for each gene at two leaf growth stages were
reported using the DiffExDB database (http://bioinfo-web.mpl.ird.fr/cgi-
bin2/microarray/public/diffexdb.cgi), a web-based tool from the IRD bioinformatics platform
(Montpellier, France). Genes involved in phenolic biosynthesis were selected according to the
locus ID given in the C. canephora genome published by Denoeud et al. (2014), or found by
protein blast analysis with known orthologous proteins in other plant species

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi; https:/coffee-genome.org/blast).

2.6. Statistical analyses

Meteorological, morphological and biochemical data were checked for homogeneity of
variance using Levene’s test (Statistica, 7.1). All data (three years, three sites, two leaf types)
were then analyzed using a one-way ANOVA with the average temperature, cumulated solar
irradiance, cumulated rainfall and relative humidity as fixed factors. Significant differences

between means were estimated at 5% (P < 0.05), 1% (P < 0.01), and 0.1% (P < 0.001) using
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the Newman-Keuls test. Correlations between climatic variables and leaf growth or
metabolite content were calculated and estimated by Pearson’s correlation coefficient.

Multivariate analyses were carried out using R language (R Development Core Team 2011;
package: readxl - Wickham 2016; base; ade4 - Chessel et al. 2004; Dray and Dufour 2007).
Factorial analyses were done on metabolites and meteorological data tables with 42 samples
and 14 and 4 parameters, respectively. PCAs provided graphical descriptions of each table
dataset. Co-Inertia Analyses linking metabolite contents to meteorological parameters were

then carried out (Col, Dolédec and Chessel 1994; Dray et al. 2003).

3. RESULTS

3.1. Characterization of mature leaf secondary metabolites

In total, 23 metabolites were detected in mature leaf extracts, two belong to the purine
alkaloids, theobromine (1) and caffeine (7), eight are chlorogenic acid derivatives, three
belong to benzophenones and related xanthones, and ten are flavonoids. The analysis by LC-
DAD-MS? led to the detection of the 23 substances under positive ionization and only 21 of
them under negative ionization (Tab. 1). The identity of 10 compounds was suggested by the
parallel analysis of pure standards, while basic structural information was suggested for the
others on the basis of their high resolution mass, fragmentation pattern and UV spectra.
Compounds 2, 5 and 6 were characterized by a pseudomolecular ion [M-H]™ at m/z 353.0901
in negative mode and at m/z 355.1002 ([M+H]") in positive mode corresponding to a
molecular formula of C;¢H;3O;¢. They shared the same UV spectrum displaying a shoulder at
300 nm and a maximum at 325 nm. These characteristics corresponded to mono-
caffeoylquinic acid (CQA) isomers. Compound 5 was identified as 5-O-caffeoylquinic acid
by comparison with a standard, whereas 2 and 6 were identified as 3-O- and 4-O-
caffeoylquinic acid, respectively, according to literature describing their RT elution order and
their specific MS/MS spectra in negative mode (Schiitz et al. 2004; Willems et al. 2016).
Similarly, 9 and 11 were identified as 5-O-coumaroylquinic acid and 5-O-feruloylquinic acid,
respectively. Compound 3 was characterized by a pseudomolecular ion [M+H]" at m/z
409.1107 and [M-H] at m/z 407.1012 suggesting a molecular formula of C;9H,¢019. The UV
absorption spectrum (Amax at 296 nm) and complex MS/MS fragmentation suggested that 3 is
a glycosylated benzophenone-C-heteroside tentatively identified as iriflophenone 3-C-B-
glucoside by Ito et al. (2012). By comparison with standards, peaks 4 and 8 were identified as
(+)-catechin and (-)-epicatechin, respectively, and peak 10 as mangiferin (Mang). Compound

23 showed a UV spectrum and a non-glycosylated backbone similar to Mang and
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corresponded to Mang + C7H40,. Compared to mangiferin (Mang), it displayed an additional
fragment ion at m/z 385 in negative ionization mode corresponding to a loss of
[parahydroxybenzoate+H,0], and a major fragment ion at m/z 121 in the positive mode,
corresponding to a benzoic acid ion ([C;HsO,7]"). This suggested that 23 was mangiferin
parahydroxybenzoate (Mang-OHbenz). Peak 12 was characterized by a pseudomolecular ion
[M+H]" at m/z 595.1643 and [M-H] at m/z 593.1555, leading to a molecular formula of
Cy7H30015. Its UV spectrum (Amax at 265 and 330 nm) was similar to a di-hexosyl flavone
(Mabry et al. 1970). Its MS/MS fragmentation in positive and negative modes suggested that
12 is a flavone-di-C-hexose (F-dihex).

Peaks 13, 14, 16 and 18 shared the same UV spectra (Amax at 257 and 353 nm with 13 and 14
presenting an additional shoulder at 300 nm) indicative of 3-O-substituted flavonols (Mabry
et al. 1970). Compounds 14, 16 and 18 were respectively identified as quercetin-3-O-
diglucoside (Q-diglu), rutin (quercetin-3-O-rutinoside) and quercetin-3-f-D-glucoside (Q-glu)
by comparison with standards. Peak 13 showed the same UV spectrum as compound 14 but
eluted earlier. Furthermore, it displayed a pseudomolecular ion [M-H] at m/z 771.2036 and
[M+H]" at m/z 773.2129 (gain of 146 amu compared to 14, corresponding to a deoxyhexose).
It was therefore annotated as quercetin-3-O-dihexose-deoxyhexose (Q-dihex-dhex).

Peaks 15 and 19 only fragmented in positive mode. They shared the same UV spectrum (Amax
at 265 and 346 nm) and MS/MS fragmentation with a base peak at m/z 287 indicative of 3-O-
substituted kaempferol derivatives. Compound 15 showed fragment ions at m/z 612 (loss of
deoxyhexose), 449 (loss of deoxyhexose + hexose) and 287 (loss of deoxyhexose + 2
hexoses) and was annotated as kaempferol-3-O-di-hexose-deoxyhexose (K-dihex-dhex).
Similarly, compound 19 was annotated as kaempferol-3-O-hexose-deoxyhexose (K-hex-
dhex).

Peak 17 showed a pseudomolecular ion [M-H] at m/z 577.1386, [M+H]" at m/z 579.1472
(molecular formula of C30H»01,) and exhibited a weakly intense A, at 276 nm characteristic
of catechin derivatives. According to its MS/MS fragmentation, it was annotated as catechin
dimer (procyanidin). Peaks 20, 21 and 22 had similar UV spectra (Amax at 324-327 nm and a
shoulder at 297-300 nm) and the same molecular formula of CsH401,. Compound 21 was
identified as 3,5-O-dicaffeoylquinic acid by comparison with a standard (3,5-diCQ) and,
according to Zhong et al. (2015), 20 and 22 were identified as 3,4-O-dicaffeoylquinic acid
(3,4-diCQ) and 4,5-O-dicaffeoylquinic acid (4,5-diCQ), respectively.
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3.2. Differential expression of phenolic biosynthesis genes according to elevation and leaf
age

The expression level of the major genes involved in phenolic biosynthesis was assessed on
mature leaves from each site in June. Figure 1 gives a schematic view of the coffee phenolic
pathway genes for which the level of transcripts showed significant differences among the
three elevations, at p<0.05 (Tab. S1 for a complete set of results and statistical analysis). The
highest transcript abundance level was generally observed at the intermediate elevation (1050
m asl). For genes related to the common part of the phenylpropanoid pathway, significant
differences could be seen for three of the four phenylalanine ammonia-lyase genes (PAL2,
PAL 3 and PAL 4), two of the four cinnamate-4-hydroxylase genes (C4H! and C4H2) and
three of the ten 4-coumarate-CoA ligase (4CL1, 4CL4 and 4CL-L8) homologs (Fig. 1a). A
higher transcript abundance was also noted in leaves from the intermediate elevation for some
genes related to lignin (Fig. 1b) and most of the genes involved in the flavanol (Fig. 1c) and
glycosylated flavonoid (Fig. 1d) pathways, except for two chalcone synthase homologs
(CHSI1A and CHSI1B) and FLS 2, one of the four flavonol synthase homologs. The greatest
transcript abundance differences were observed for PAL4, C4HI, 4CL-L8 and F3RT I (one
of the 12 homologs encoding a flavonol-3-O-glucoside-L-rhamnosyltransferase) for which
transcript levels were about 2-fold higher at 1050 m asl compared to the other two sites. These
results supported the observed higher glycosylated flavonoid content in leaves from this
intermediate elevation (Fig. 1d; Tab. S4). On the other hand, no correlation could be
established between C3°H, CCoAOMT, F5H and COMT expression levels and CQAs content,
or between ANR or LAR expression and flavanol content (Tab. S4). For these compounds,
contents in mature leaves actually decreased with elevation, unlike the expression levels for
the genes involved in their biosynthesis (Fig. 1 b,c).

As phenolics present in mature leaves may have been synthesized at a younger age, phenolic
pathway gene expression was compared between mature and juvenile leaves (first node from
the apex) collected at the same time from the same trees at the intermediate elevation. It
revealed that they were more expressed in juvenile leaves, except for those involved in lignin
biosynthesis (CCR, CAD, F5H and COMT) (Fig. 2). Transcript levels for genes from the
common phenylpropanoid (PAL, C4H and 4CL), chlorogenic acid (HQT, HCT and C3’H),
flavonoid (F3H, F3’H and FLS), flavanol (DFR, ANS, ANS and LAR) or glycosylated flavonol
(FLS, F3GT and F3RT) pathways were, on average, 2-fold higher in young leaves (expressed
in log 10 RPKM). The highest differences were noticed for genes encoding the flavanol

pathway, their expression being between 2.5- and 4.3-fold higher in juvenile leaves compared
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to mature one, expressed in log fold change (Tab. S5). As shown in Fig. 2, higher expression
in juvenile leaves tallied with higher chlorogenic acid, flavanol and rutin contents in mature

leaves, but not with non-rutin glycosylated flavonoid contents (Tab. S4).

3.3. Climate traits and elevation

In order to take into account the climate experienced by the leaves during their growth, till the
mature stage, climate traits values were averaged over 4 months before sampling for mean
temperature (T) and relative humidity (RH) and summed for solar irradiation (SI) and rainfall
(RAIN). Values differed between the three sites situated at elevations of 650, 1050 and 1250
m asl (Tab. 2). The upper site, at 1250 m asl, was characterized by the lowest mean
temperatures (T, from 16.4°C to 19.0°C), the lowest cumulative solar irradiance (SI, from
21.6 to 24.1 kW m™) and the highest cumulative rainfall and mean relative humidity (RAIN,
from 331.6 to 444.6 mm and RH, from 78.5 to 86.1%, respectively), except in April when the
lowest site received the most rainfall. The highest mean temperature and the lowest relative
humidity were observed at the latter site, situated at 650 m asl (T from 20 to 23.3°C and from
75 to 82.5%, respectively). At this elevation, the highest cumulative solar irradiance (SI) and
the lowest cumulative rainfall were noted in June and September, respectively. Comparing the
9 sets of measurements (3 elevations and 3 months), differences were particularly marked in
terms of solar irradiance and rainfall, with the maximum values being twice as high as the
minimum values (SI 45.1 kW m™ at 1060 m compared to 21.6 kW m™ at 1250 m asl in June
and RAIN 444.6 mm at 1250 m in June compared to 234 mm at 1050 m asl in April). Yearly
solar irradiance variations were particularly significant at the lowest site, where a 41%
variation was noted compared to 10.4 and 17.9% for the highest and intermediate sites,
respectively. In brief, out of the four climate traits taken into consideration, only the mean
temperature and relative humidity were related to elevation in the studied part of the year

despite being the least variable during the year and among sites.

3.4. Phenolic content of mature leaves as affected by season and elevation

Because of the low abundance of some SM in the C. arabica extracts (peak height less than
three-fold background noise), only 18 (including the two alkaloids) could be safely quantified
by HPLC-DAD. Figure S1 shows an overlay of two typical chromatograms and the list of
compounds (numbered according to Tab. 1) that were used for quantitative analyses.
5-caffeoylquinic acid (5-CQA) was the most abundant phenolic compound in all extracts

(Tab. S2). Its content varied from 2.84 to 4.53% of leaf DW (g per 100 g dry leaves) and these
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extreme values were observed over a three-month interval in leaves collected at the lowest
elevation. Flavanols and rutin (glycosylated flavonoid) also appeared to accumulate at high
levels: catechin and epicatechin contents varied between 0.73 and 2.22% DW and between
0.48 and 1.48% DW, respectively, and rutin content varied between 0.62 and 1.19% DW
(Tab. S3).

Significant differences (p < 0.05) were noted between the highest and the lowest elevation site
for 5-CQA content. However, as elevation and 5-CQA content appeared to positively
correlate in April 2014 and negatively correlate in June 2015 and September 2016, no
consistent relationship could be established between elevation and 5-CQA content. The same
behavior was observed with the other chlorogenic acids (4-caffeyolquinic acid, a 10-fold less
abundant 5-CQA isomer, the three isomers of dicaffeoylquinic acids (diCQs) and an isomer of
feruloylquinic acid (FQA)), the xanthone derivatives (mangiferin and Mang-OHbenz), the
flavanols and most of the glycosylated flavonoids. As an exception, flavone di-C-hexoside (F-
dihex) contents showed a gradual decrease with respect to elevation, with significant
correlations (P < 0.05) observed in April and September (Tab. S3). Indeed, F-dihex content
was 1.8-fold less in April and June and 2.9-fold less in September at the highest elevation
compared to the lowest one. Its content also appeared to increase during the growing season at
each elevation, especially at the lowest elevation, where F-dihex content doubled from 0.47 to
0.97% DW from April to September.

Correlations between SM and the main environmental conditions (T, SI, RAIN, RH) were
then estimated (Tab. 3). Total glycosylated flavonoid content significantly correlated with T
and SI (at p<0.001 and p<0.01, respectively), CQAs and flavanol contents with rainfall
(RAIN, negative correlation at p<0.001) and FQAs content with RH (p<0.001). On the other
hand, diCQs and xanthone contents displayed no overall correlation with any environmental
factor, even though the content of some components from these groups correlated well with
one specific climate trait. For instance, a good correlation existed between 4,5-diCQ content
and T (p<0.001) and 3,5-diCQ content and SI (negatively correlated at p<0.001) or between
the mangiferin derivative (Mang-OHbenz) content and T (p<0.01). Out of the 16 studied
phenolic compounds, only rutin and mangiferin did not show any significant correlation to
any climate trait. In the group of glycosylated flavonoids, some compounds, such as F-dihex
and kaempferol derivatives, were more highly correlated to T than to SI (for example, F-dihex
content showed R = 0.706 with T instead of R = 0.463 with SI). Conversely, quercetin-
dihexoside-deoxyhexose (Q-dihex-dhex) and quercetin-diglucoside (Q-diglu) contents
correlated more with SI (R =0.650 and 0.605, respectively).
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A co-inertia analysis (Col) was carried out for a more global view of leaf phenolic
metabolism—environment relationships. A first Col representation (Fig. 3A) clearly illustrated
the results obtained during the linear regression analyses. RH positioning was opposite to SI
and T on the first axis. All the flavonoids except rutin, two chlorogenic acids (FQA and 4,5-
diCQ) and Mang-OHbenz appeared to be associated with SI and T (negative C1; Fig. 1A),
while 3,5-diCQ content was associated with RH (positive C1). The second axis opposed the
precipitations (RAIN) to the content of flavanols (catechin and epicatechin) and most of the
chlorogenic acids (4- and 5-CQA and 3.,4-diCQ). This analysis demonstrated that flavonoid
glycoside contents, except for rutin, increased with increasing SI and T, while the
accumulation of flavanols and most of the chlorogenic acids increased when RAIN decreased.
Moreover, it highlighted that mangiferin content was not influenced by any of the measured
climate traits and illustrated the contrasted responses of the different diCQs isomers to SI, T
and RH.

The second representation (Fig. 3B) gives an overview of the sample distribution. It appeared
that metabolite fingerprints were site-dependent and were less variable in April (samples from
650 masl (L1), 1050 masl (I1) and 1250 masl (H1) grouped at the origin of both axes).
Samples from the highest elevation were characterized by the lowest metabolite contents
(positive C1 axis), the highest levels in RAIN and RH, and the lowest T, particularly in June
(Year 2). Leaves from the low elevation site (L) were the ones that displayed the largest
seasonal differences. Indeed, in June (L2), which was characterized by low rainfall, they
exhibited very high flavanol and chlorogenic acid contents, and, in September (Year 3), they
accumulated more flavonoid glycosides in relation to high SI and T. At the intermediate
elevation (I), metabolic changes followed the same trend but were much less pronounced.
Leaf size also appeared to depend on climate traits. Indeed, the length and width of leaves
closely correlated with T and SI (negative correlation at p<0.001 and p <0.01, respectively) as
well as with RAIN and RH (positive correlation at p<0.001 and p<0.01, respectively) (Tab.
3). However, no correlation was observed between leaf size and metabolite contents, except

for CQAs and flavanols (Tab. 4).

4. DISCUSSION
4.1. LC-DAD-MS? analysis enhances knowledge of coffee leaf secondary metabolites
UPLC-DAD-MS/MS was used to provide a more exhaustive description of leaf SM. The
presence of two metabolites from the benzophenone group, an iriflophenone-C-glucoside, and

a xanthone derivative, mangiferin parahydroxybenzoate, is described for the first time in
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coffee plants. Their presence in C. arabica leaves, along with the confirmation of the
mangiferin accumulation previously described by Campa et al (2012), suggests the existence
of a biosynthetic pathway for mangiferin via a benzophenone synthase, as observed in
Hypericum and Anemarrhena (Schmidt and Beerhues 1997; Fujita and Inoue 1981) and
reviewed in Joubert et al. (2014). The nature of the major accumulated flavanols was also
clarified. They consist of catechin, epicatechin and a procyanidin. Unlike in Ratanamarno and
Surbkar (2017), no gallocatechin derivative was detected. Lastly, this analysis led to the
annotation of some glycosylated derivatives of quercetin and kaempferol observed earlier by
Martins et al. (2014) when analyzing the leaf content of the ‘Catuai Vermelho IAC 44’ variety
of C. arabica. If most SM were found at detectable levels in all samples, kaempferol

derivatives were only detected at the end of the growing season at low elevation.

4.2. Phenolic content in mature leaves is influenced by the main climate traits

Plants are capable of sensing a wide range of environmental factors and are equipped with an
intricate machinery that integrates these sometimes conflicting signals to achieve coordinated
growth with biochemical responses. Although plant performance, and even plant survival,
depends on the proper functioning of its signaling networks, little is known about the make-up
of these networks in most cultivated plants (Berens et al. 2017). Probably because this study
was carried out over several seasons, none of the SM contents quantified (except for F-dihex)
could be correlated with elevation or season despite their widely accredited role in the
adaptive response of plants to their environment (Bernal et al. 2013; Petrussa et al. 2013). As
it has been noticed that flavonoid content and temperature correlated (Tab. 3) and temperature
decreases with elevation, it is surprising that flavonoid content and elevation were not related.
An explanation can be found in the correlation also observed between flavonoid content and
irradiance, a climate trait whose evolution did not depend on elevation. This result underlines
that under natural growing conditions, where climate parameters change independently from
one another, it is difficult, unlike in controlled conditions, to correlate SM content to a
specific climate parameter.

However, in this study, using a dataset combining 9 situations (3 elevations x 3 harvest
months), it was possible to show correlations between specific families of phenolics and one
or some environmental conditions. It appeared that mature leaf flavonoid contents increased
with temperature and irradiance and that CQAs and flavanol contents decreased when rainfall
increased, a climate factor that had a positive effect on leaf growth. The correlation between

CQA and temperature already observed in coffee plants submitted to 3-days chilling cycles
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(13°C day /4°C night) was not observed here (Fortunato et al. 2010) maybe because of the
more limited temperature variations recorded on the three elevations (the extreme mean
recorded values ranged from 16.5 to 23.3 °C). FQA also seemed to correlate negatively with
relative humidity. Surprisingly, the different diCQ isomers exhibited opposite behaviors for
both temperature and solar irradiance. The high correlation between temperature and 4,5diCQ
content was accompanied by a negative, but not significant, relationship with 3,5-diCQ
content. The highly negative correlation of solar irradiance with 3,5-diCQ content was also
accompanied by a positive but not significant relationship with 4,5-diCQ. As already
observed in green Arabica coffee beans (Joet et al. 2010), climate traits may act differently on
the leaf esterification rates of the different substitutable positions of the quinic acid ring. The
results of this study further indicate that similar conclusions may be drawn on other SM
chemical classes. For example, rutin content is unaffected by both temperature and solar
irradiance in mature leaves in opposition to the other glycosylated flavonoids. Mangiferin
parahydroxybenzote appeared unaffected by temperature unlike mangiferin. This may be
linked to the complex structure-function relationship among members of most phenolics
classes.

The stimulation of kaempferol and quercetin derivatives biosynthesis by SI observed here
confirms previous results obtained in coffee leaves under controlled conditions (Martins et al.
2014) and are in line with the response of strawberry fruit to temperature increases (Wang and
Zheng 2001) and with the reaction of numerous plants to UV-B irradiance (Vidovic et al.
2017). Recent studies indicated that quercetin derivatives, and more specifically ortho-
dihydroxylated B-ring flavonoids, play an important role in photoprotection as ROS-
detoxifying agents and, to a lesser extent, as UV-screens (Agati et al. 2011; 2013; Zhang et al.
2017).

Another interesting result of this study is the observed highly negative correlation between
cumulated rainfall and CQAs or flavanol contents, suggesting a potentially greater
accumulation of these two families of compounds under dryer conditions. Usually, plants
respond to different types of stress conditions by limiting growth and by accumulating
phenolics, the trade-off between growth and secondary metabolism being modulated by
resource availability (Caretto et al. 2015). Thus, water stress and drought stress limit growth
and stimulate flavanols and/or chlorogenic acid accumulation in leaves of Prunus avium
(Cohen et al. 1994), Cistus clusii (Hernandez et al. 2004) and Salvia officinalis (Bettaieb et al.
2011). In Commelina communis leaves, Plumbe and Willmer (1986) showed that phenolics,

such as chlorogenic acid, inhibit stomatal opening and, as a consequence, limit leaf
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evapotranspiration. In this work, lower coffee leaf growth and higher CQAs and flavanol

contents were observed when decreases in rainfall led to water stress (Tab. 3).

4.3. Phenolic content of mature leaves as a trace of the biosynthesis activity at the
juvenile stage

One of the difficulties in deciphering the molecular mechanisms controlling phenolic content
is that it results from the cumulative efforts of biosynthesis, storage, transformation and
catabolism processes from leaf initiation to its harvest for analysis. Considering the results
obtained by analyzing the leaf content at an early stage of maturity, the levels of phenolics in
mature leaves could then be attributed to storage processes rather than biosynthesis. All
analyzed genes from the phenolic biosynthesis displayed higher expression in juvenile than
mature leaves except those involved in the first steps of lignification, i.e. after CQA and FQA
biosynthesis (especially CCR and FJ5). Such expression profiles tallied with estimates of
CQAs and flavanol contents in these two groups of leaves, thereby suggesting that soluble
phenolics biosynthesis is greater in juvenile leaves, while lignin synthesis increases during
leaf aging. The negative correlation (p<0.01) between leaf size and CQAs or flavanol contents
(Tab. 4) suggests that the synthesis of these compounds may mostly occur in juvenile leaves
and that their content gradually decreases as leaves expand, by degradation or simple dilution.
It agrees with the observed lack of correlation in mature leaves between flavanol or CQAs
content and the expression of the genes involved in their biosynthesis. It indicates that
environmental impact on leaf expansion and phenolics biosynthesis level at an immature stage
mostly determines the phenolics content in mature leaves. It also suggests that the phenolics
specifically produced at the early growth stage play a major role in the protection of juvenile
leaves.

Glycosylated flavonoids appeared to behave differently. Their content was higher in mature
than in juvenile leaves with the notable exception of rutin that accounted for 93% of the total
glycosylated flavonoids in juvenile leaves and only 57% in mature leaves. This compound
appeared to be mostly synthesized in young leaves probably due to a higher expression of the
flavonol synthase (FLS), flavonoid glucosyltransferase (F3GT) and more especially glucosyl-
rhamnosyltransferase (F3RT) genes in agreement with previous results obtained under
controlled growth conditions (Campa et al. 2017). Nevertheless, the content of all
glycosylated flavonoids paralleled the expression levels of their biosynthesis genes in the
samplings of mature leaves collected at different elevations. This suggests that glycosylated

flavonoid biosynthesis and accumulation can be modulated by the perception of
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environmental cues at a mature stage, rutin biosynthesis being additionally developmentally
up-regulated at a juvenile stage. Based on the observed correlation between mature leaf
glycosylated flavonoid content (more specifically with compounds containing a deoxyhexose,
such as Q-dihex-dhex or K-hex-dhex - Tab. 3) and solar irradiation, a positive impact of solar
irradiation on the glycosylated flavonoid biosynthesis in mature leaves can be proposed.
Taken together, these observations confirm previous results obtained with C. arabica
cultivated in a growth chamber under low light conditions and suddenly exposed to higher
light conditions (Campa et al. 2017) or in field conditions comparing sun-exposed and shaded

mature leaves (Martins et al. 2014).

5. CONCLUSION
Carried out on field-grown Arabica trees exposed to full sun light, this study made it possible,
by a fine analysis of the phenolics present during leaf ontogeny, to reveal that the content in
glycosylated flavonoids changed with leaf age. While juvenile leaves synthesized and
accumulated rutin, mature leaves were enriched in glycosylated derivatives of quercetine
compared to younger leaves. Moreover, the higher content in chlorogenic acids, flavanals and
rutin associated with the higher level of expression of genes encoding their biosynthesis in
juvenile leaves compared to mature leaves pointed to a higher synthesis of these compounds
at an early stage of leaf growth. Analyzing phenolic content of mature leaves collected at
three different seasons on trees cultivated at three different elevations revealed quantitative
but not qualitative differences. Glycosylated flavonoids seemed to accumulate at higher levels
when temperature and solar irradiation increased, and flavanols and chlorogenic acids when
rainfall decreased. Comparing the level of phenolic pathway gene expression in leaves of the
same age did not unveil which ones are under the direct control of climate parameters, an

information that may only be accessed under controlled conditions.
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Figure legends

Figure 1. Diagrammatic representation of the phenolic biosynthesis pathway in coffee plants
on which normalized gene expression, expressed in reads per kilo base per million reads
(RPKM), is mentioned only when statistical differences were noted between elevations
(650 m, 1050 m and 1250 m) at p< 0.05. Contents of mature leaves harvested in June 2015
for caffeoylquinic acids (CQAs), flavanols and glucosylaed flavonoids (Gl-Flav) at the
lowest elevation (L, 650 m), the intermediate elevation (I, 1050 m) and the highest
elevation (H, 1250 m) are boxed separately and expressed as a percentage of dry weight (%
DW). Means followed by the same letter were not significantly different between elevation

at p <_0.05 (Newman—Keuls test).
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Figure 2. Comparison of the expression levels, expressed in log 10 RPKM, of the genes

involved in the phenolic biosynthesis pathway and phenolic content, expressed as a
percentage of dry weight (% DW) between young (YL) and mature (ML) leaves of coffee
trees from the intermediate elevation (I, 1050 m). Significant differences at p < 0.05 are

indicated by an asterisk.

Figure 3. Co-inertia score scatter plots of the data exhibiting the correlation of the

environmental factors with the occurrence of phenolic compounds from mature coffee
leaves analyzed at three different elevations and three months scattered during their
growing season (A) and the occurrence of the three sites for the three harvest dates (B). A -
Phenolic compounds in coffee leaves and related climate factors (in boxes: T =
temperature average; SI = cumulative solar irradiance; RAIN = cumulative rainfall; RH =
relative humidity average). Compounds from the same phenolic family share a similar
color frame. Cat, (+)-catechin; Epicat, (-)-epicatechin; Mang, mangiferin, Mang-OHbenz,
mangiferin parahydroxybenzoate; 5-CQA and 4-CQA, monocaffeoylquinic acids; 3,4-
diCQ, 3,5-diCQ and 4,5-diCQ, dicaffeoylquinic acids; FQA, feruloylquinic acid; F-dihex,
flavone-di-C-hexose; Q-dihex-dhex, quercetin-dihexose-deoxyhexose; Q-diglu, quercetin-
diglucoside; Rutin, quercetin-rutinoside (rutin); K-hex-dhex, kaempferol-hexose-
deoxyhexose; K-dihex-dhex, kaempferol-dihexose-deoxyhexose. B — For the three sites, L
indicates the lowest elevation (650 m asl), I the intermediate elevation (1050 m asl) and H
the highest elevation (1250 m asl); 1 indicates the samplings carried out in April, 2 the

samplings carried out in June and 3 samplings from September.
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Table 1. Result of the UPLC-DAD-ESI-MS/MS analysis of a mature leaf methanolic extract of Coffea arabica var. Marsellesa. TR, retention
time; Wavelength, maximum absorbance in the UV; Compound names followed by an asterisk correspond to metabolites identified by
comparison with a pure standard compound.

Peak RT Mass Molecular Wavelength Compound name [M-H]- MS/MS [M-H]+ MS/MS
N°  (min) (Da) formula (nm)
1 261 180.1640 C,;HgN,O, 272 Theobromine* - 181.072 67 (100) 85 (78) 181 (74) 138 (65)
2 3.00 354.3087 C;¢Hi3010 300sh-325  3-O-caffeoylquinic acid 353.090 191 (100) 179 (61) 135 (47) 173 (6)  355.100 163 (100) 145 (24) 89 (9)
3 4.03 408.3561 C,9HyO;y 286 Iriflophenone 3-C-f- 407.101 287 (100) 317 (23) 245 (61) 193 (47) 409.111 195 (100) 231 (79) 13 (61) 325 (46) 177 (43)
glucoside 125 (8) 121 (39) 271 (39)
4 420 290.2700 C;sH4,0¢ 278 (+)-Catechin* - 291.086 139 (100) 123 (59) 161 (12) 207 (6)
5 4.43 3543087 C;sHi30;9 300sh-325  5-O-caffeoylquinic acid* 353.090 191 (100) 179 (2) 173 (1) 355.100 163 (100) 145 (11) 117 (4)
6 4.75 3543087 Ci6H301p 300sh-325  4-O-caffeoylquinic acid 353.090 191 (100) 173 (21) 179 (11) 355.100 163 (100) 145 (14) 117 (8) 89 (2)
7 490 194.1900 CgH;(N4,O, 272 Caffeine* - 195.089 138 (100) 110 (36) 195 (29) 69 (21)
8 542 290.2700 C;sH;;,05 278 (-)-Epicatechin* 289.071 109 (100) 203 (74) 125 (65) 151 (43)
245 (39)
9 5.62 3383093 C;4HigOgy 310 5-O-Coumaroylquinic acid 337.095 191 (100) 133 (17) 53 (12) 339.109 147 (100) 75 (23) 97 (23) 236 (23)
10  6.09 4223400 C,HgO,;, 257-317- Mangiferin* 421.080 301 (100) 331 (85) 259 (12) 421 (15) 423.091 273 (100) 303 (74) 327 (51) 369 (22) 351
365 273 (10) (18) 299 (15) 357 (9)
11 6.80 368.3353 Cy7Hy009  258-267sh- 5-O-Feruloylquinic acid 367.106 191 (100)93 (21) 173 (11) 111 (7) 369.116 177 (100) 145 (42) 117 (5)
300sh-327 134 (4)
12 6.81 5945181 C,;H;300y5 257-300sh- Flavone di-C-hexose 593.156 593 (100) 473 (11) 353 (10) 406 (10) 595.164 457 (100) 427 (67) 379 (35) 325 (29) 295
353 503 (8) (12)
13 6.86 772.6581 Cj33H400,  257-300sh- Quercetin-3-O-dihexose- 771.204 771 (100) 300 (53) 179 (5) 273 (5) 773.213 303 (100) 125 (53) 84 (26) 194 (13)
353 deoxyhexose 271 (5)
14 697 626.5169 C,;H300,; 257-300sh- Quercetin-3,4-di-O- 625.145 625 (100) 300 (72) 271 (10) 179 (3)  627.151 303 (100)
353 glucoside* 445 (3) 463 (3) 505 (3)
15 7.34 756.6590 Cj33Hy400,0 265-346 Kaempferol 3-O-dihexose- - 757.213 287 (100) 449 (6) 129 (6) 757 (6) 612 (1)
deoxyhexose
16 7.74 610.5175 C,;H3006 257-353 Quercetin-3-O-rutinoside * 609.154 609 (100) 300 (20) 611.160 303 (100)
17 790 578.5202 C;3)HyO,, 257-353 Procyanidin 577.139 289 (100) 577 (83) 407 (72) 125 (61) 579.147 287 (100) 409 (94) 127 (84) 163 (31) 247
161 (17) 451 (11) (19) 579 (13)
18 796 464.3800 C, Hy0, 257-353 Quercetin-3-4-D-glucoside 463.091 300 (100) 463 (48) 191 (19) 271 (10) 465.102 303(100)
19 820 594.5181 CyH;3,0;5 265-346 Kaempferol 3-O-hexose- - 596.163 287 (100) 596 (1)
deoxyhexose
20 839 5164510 CysH,0p, 246-300sh- 3,4-O-Dicaffeoylquinic acid* - 517.132 163 (100) 63 (27) 140 (18) 191 (18) 370 (11)
324
21 848 516.4510 CysHpOy, 243-297sh-  3,5-O-Dicaffeoylquinic acid* 515.123 191 (100) 353 (91) 179 (63) 135 (13) 517.132 140 (100) 163 (77) 519 (64) 213 (59) 117
327 173 (6) 515 (3) (41) 303 (41) 189 (27)
22 894 5164510 CysHy Oy, 243-297sh-  4,5-O-Dicaffeoylquinic acid* 515.123 353 (100) 173 (73) 179 (53) 135 (11) 517.132 163 (100) 111 (18) 383 (14) 435 (14) 224 (5)
327 515 (3)
23 949 5424451 CyH»0;3 257-317- Mangiferin 541.102 301 (100) 331 (79) 541 (53) 259 (6)  543.112 303 (100) 121 (96) 405 (24) 327 (23) 543 (21)
365 parahydroxybenzoate 385 (6)
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Table 2. Climate characteristics measured over three consecutive years on the three sites

situated at different elevations.

Values are the means (followed by SE) of temperature (T, °C) and relative humidity (RH, %),

the cumulative rainfall (RAIN, mm) and the cumulative solar irradiance (SI, kW. m?)

sustained by Coffea arabica var. Marsellesa plantlets during the four months (120 days)

preceding harvest.

Harvest  Elevation T ST RAIN RH
month a4l ©C) W.m?)  (mm) (%)
650 22.05 +3.33 40.00 376.80 76.17 £9.00
April 1050 20.21+3.10 45.09 234.00 77.10+10.58
1250 18.17 £3.05 21.63 331.60 78.58 £13.07
650 20.04 + 3.81 25.54 255.20 82.46 + 8.90
June 1050 18.46 +3.41 37.02 343.20 84.49 + 8.03
1250 16.42 +3.34 22.01 444.59 86.14 +£10.48
650 23.30+£4.82 43.43 402.00 75.00 +18.09
September 1050 19.70 £3.92 40.25 325.00 76.00+11.92
1250 19.00 £5.23 24.13 427.40 78.50 + 15.25
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Table 3. Pearson’s coefficient correlation (R) obtained by linear regression analysis between
leaf characteristics (phenolic content as % DW and leaf size) and climate traits (mean or
cumulated values) calculated during the last 4 months before leaf harvest at the 3 stations for
the 3 years (n=9). Metabolite contents were evaluated on a total of 42 plants for which 5
mature leaves were harvested. T, mean temperature (°C); SI, cumulated solar irradiance (kW.
m?); RAIN, cumulated rainfall (mm) ; RH, mean relative humidity (%). R values followed by
*** indicate p value < 0.001; ** p value < 0.01; * p value < 0.05; ns, not significant
relationships. CQAs, caffeoylquinic acids; diCQs, dicaffeoylquinic acids; FQAs,
feruloylquinic acid; F-dihex, flavone-di-C-hexose; Q-dihex-dhex , quercetin-3-O-dihexose-
deoxyhexose ; Q-diglu, quercetin-3,4-di-O-glucoside; K-dihex-dhex, kaempferol-3-O-
dihexose-deoxyhexose; K-hex-dhex, kaempferol-3-O-hexose-deoxyhexose ; Epicat,

epicatechin; Mang-OHbenz, mangiferin parahydroxybenzoate.

Climate traits

Leaf characteristics
T SI RAIN RH
Phenolic compounds
Total CQAs 0.026ns  -0.088ns  -0.631*** (.114ns
5-CQA 0.010ns  -0.108ns  -0.625***  0.124ns
4-CQA 0.225ns  0.217ns -0.416***  -0.070ns
Total diCQs -0.002ns  -0.356* -0.326* 0.165ns
3,4-diCQ 0.187ns  -0.155ns  -0.449**  -0.002ns
3,5-diCQ -0.281ns  -0.533***  -0.265ns 0.357*
4,5-diCQ 0.531***  (0.201ns -0.145ns  -0.306%*
Total FQAs 0.329* 0.028ns -0.045ns  -0.554%**
Total Glycosylated flavonoids 0.543%**  (.435%%* 0.156ns -0.302ns
F-dihex 0.706***  0.463**  -0.020ns  -0.299ns
Q-dihex-dhex 0,367* 0.650***  -0.016ns  -0.295ns
Q diglu 0.416**  0.605***  0.011ns -0.442%*
Rutin 0.137ns 0.077ns 0.304* -0.064ns
K-dihex-dhex 0.583***  (),339%* 0.224ns -0.348%*
K-hex-dhex 0.669***  (0.497***  (.180ns -0.525%**
Total Flavanols 0.163ns 0.090ns -0.582%**  (.164ns
Catechin 0.078ns 0.013ns -0.558***  (0.272ns
Epicatechin 0.235ns 0.168ns -0.481***  -0.009ns
Total Xanthones 0.225ns  -0.130ns 0.030ns 0.121ns
Mangiferin 0.216ns  -0.135ns 0.032ns 0.126ns
Mang-OHbenz 0.410**  0.033ns -0.037ns  -0.046ns
Leaf size
Length -0.525%**  .0.406**  0.640***  (0.416**
Width -0.571***%  .0.401**  0.655%**  (.394**
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Table 4. Coefficients of a Pearson’s linear correlation matrix between mature leaf size and
phenolic compound accumulation in leaves of C. arabica var. Marsellesa measured three

times during the growing season on three sites differing in elevation (n=9). Leaf size (length

coNOTULT A WN =

and width in cm) has been evaluated on a total of 42 plants (n=10 mature leaves). Values

9 followed by * indicated P< 0.001; ** indicated P < 0.01; * indicated P < 0.05.

14 Phenolics content Leaf size

15 (% DW) Length Width
CQAs -0.345%* -0.404**
18 diCQs -0.108 -0.191
19 Glycosylated flavonoids -0.110 -0.190
20 Flavanols -0.301 -0.411%**
21 Xanthones 0.094 -0.062
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RESUME

La baisse de la production et la prolifération des maladies engendrées par le changement
climatique dans la caféiculture, particulierement pour Coffea arabica, conduit a chercher de
nouvelles pratiques culturales et étudier la réponse adaptative des caféiers aux modifications
environnementales. En se basant sur I’importance des composés phénoliques dans la
réponse des plantes aux stress et sur la richesse des caféiers en ces composés antioxydants,
la réponse adaptative des caféiers cultivés en plein champ a été étudiée en s’intéressant a
I’évolution du contenu des feuilles en ces composés dans différentes conditions de
culture simulées par un gradient altitudinal, des cultures sous ombrage ou I’obtention de
plants greffés. Les analyses biochimiques montrent que certains composés phénoliques
s’accumulent dans les feuilles en réponse a la modification d’un parameétre météorologique
spécifique. Ainsi, les acides chlorogéniques et les flavanols sont plus accumulés en cas de
sécheresse alors que les flavonols glycosylés s’accumulent sous forte radiation solaire. La
comparaison avec C. canephora permet de valider ces marqueurs. Les analyses
transcriptomiques indiquent une différence d’expression des genes de biosynthese de ces
composés suivant le stade de croissance de la feuille. Elles montrent également que la
réponse a la lumiére passe par la surexpression de nombreux génes codant des HSP ainsi
que ceux impliqués dans la photosynthése et la glycosylation des flavonoides. Enfin, ces
résultats montrent I’intérét, suivant I’altitude, de la culture sous ombrage et du greffage pour
une meilleure croissance de C. arabica.
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ABSTRACT

Decrease in yield and the diseases spread caused by climate change in coffee tree cultivated
species, especially for Coffea arabica, leads to the look for new cultural practices and to
study the adaptive response of coffee trees to environmental changes. Based on the
importance of phenolic compounds in the response of plants to stress and the richness of
coffee in these antioxidant compounds, the adaptive response of coffee tree cultivated
grown in the field was studied by focus on leaves contents evolution in these compounds
under different culture conditions simulated by an altitudinal gradient, shaded cultures or
grafted plants. Biochemical analyzes show that some phenolic compounds accumulate in
the leaves in response to the modification of a specific meteorological parameter. Thus,
chlorogenic acids and flavanols are more accumulated in case of drought while glycosylated
flavonols accumulate under high solar radiation. The comparison with C. canephora
validates these markers. Transcriptomic analyzes indicate a difference in expression of the
biosynthesis genes of these compounds according to leaf stage of growth. They also show
that the response to light is the overexpression of many genes encoding HSPs as well as
those involved in photosynthesis and flavonoids glycosylation. Finally, these results show
the interest, according to altitude, of shading and grafting culture for a better growth of C.
arabica.
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