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Résumé

La saveur du café implique le développement d’arémes lors de la torréfaction a partir de
précurseurs biochimiques présents dans la graine de caféier. La caractérisation des voies de
biosynthése des principaux composés de réserve de la graine, ainsi que l'identification des
genes clés associés, permet donc d’identifier les déterminants moléculaires de la qualité.
Cette revue décrit le développement récent des outils moléculaires et des connaissances
génomiques chez le caféier. A travers la description des travaux de recherche ciblés sur la
régulation du métabolisme des sucres, des acides chlorogéniques et de la caféine, les
différentes approches de génomique fonctionnelle, et leurs complémentarités, sont
illustrées.

Mots clés : caféier ; expression des genes ; remplissage du grain ; voie biochimique.

Themes : amélioration génétique ; métabolisme ; productions végétales ; qualité et
sécurité des produits.

Abstract

Using functional genomics approaches in identifying molecular determinants of
coffee quality. A review

The coffee seed contains all the necessary precursors to generate the full complement of
coffee aromas and flavours. Coffee seed reserves are composed mainly of cell wall
polysaccharides, lipids, proteins, sucrose and secondary metabolites including chloro-
genic acids, caffeine and trigonelline. Because all of these compounds are involved in the
complex chemistry of coffee roasting, understanding coffee quality ultimately requires a
detailed characterization of the metabolic pathways dedicated to the synthesis of these
aroma/flavour precursors which includes the transcriptional regulation for the genes
encoding the relevant enzymes. This review focuses on the latest advances regarding
functional genomics and its use in deciphering metabolic pathways that occur during
coffee seed development.

Key words: biochemical pathways; coffea; gene expression; grain filling.

Subjects: genetic improvement; metabolism; product quality and security; vegetal
productions.

phora) est une semence a albumen
(appelé endosperme dans les revues
scientifiques de langue anglaise) cellu-
larisé dont le développement requiert 8
a 10 mois (figure 1). Apres la féconda-
tion et jusqua mi-développement, la
graine est exclusivement constituée

Composition de la graine
et qualité du café

La graine des especes cultivées de
caféier (Coffea arabica et C. cane-
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Figure 1. Phénologie de la graine de caféier.

Figure 1. Phenology of the coffee seed.

Les fruits de C. arabica ont été récoltés a différents stades de développement aprés la floraison (JAF : jours
aprés floraison) et présentés en coupe dorsale (A : points de coupe indiqués par les fléeches) et en coupe
transversale (B-D) pour montrer la croissance de I'albumen (A) al'intérieur du périsperme (P). Les positions de
I'albumen et du périsperme sont schématisées respectivement en gris et en blanc (135 JAF). Les stades de
développement des grains illustrés dans la partie supérieure (A-D) sont reportés sur le schéma de maturation
du fruit, adapté d'apres De Castro et Marraccini (2006).

d’un tissu nourricier maternel diploide,
le périsperme, qui est ensuite remplacé
progressivement par l'albumen tri-
ploide, un tissu de réserves issu de la
fusion de la cellule centrale du sac
embryonnaire avec un des deux game-
tes males délivré par le tube pollinique.
D’abord présent a ’état liquide, I'albu-
men va durcir et accumuler des
réserves nécessaires au développe-
ment de 'embryon lors de la germina-
tion. Lalbumen constitue ainsi la
majeure partie de la graine mature
(appelée « grain de café vert ») et ses
réserves sont principalement consti-
tuées de polysaccharides pariétaux, de
lipides, de protéines et de saccharose,
ainsi que de métabolites secondaires
comme les acides chlorogéniques, la
caféine, et la trigonelline (Clifford,
1985). Chacun de ces composés joue
un role essentiel dans les réactions
chimiques caractéristiques de la tor-
réfaction qui libérent plus de 800

molécules chimiques (Flament, 2002),
dont certaines, volatiles, participent a
des degrés divers au bouquet d’ar6-
mes du café (Grosch, 2001), et
d’autres non volatiles interviennent
dans sa flaveur (Homma, 2001).
Comme la participation de chacun
de ces composés aromatiques sur la
qualité organoleptique du café torré-
fié est difficile a évaluer, une appro-
che consiste a caractériser leurs
précurseurs dans le grain de café vert,
qui sont considérés comme des pré-
curseurs de la qualité (Leroy et al.,
2006). Ainsi, I'étude des voies de
biosynthese de ces précurseurs per-
met de mieux comprendre les déter-
minants de la qualité du café. En cela,
les approches de génomique fonc-
tionnelle ont permis de réaliser des
avancées significatives dans 'étude
des voies de biosynthése et de leur
régulation au cours du développe-
ment de la graine de caféier.

Le point

sur les approches
de génomique
fonctionnelle
chez le caféier

Une des premicres étapes nécessaires
pour la mise en ceuvre des approches
de génomique fonctionnelle consiste
a établir un catalogue des genes
exprimés chez l'espéce étudiée, en
couvrant le plus grand nombre d’orga-
nes, de tissus et de conditions de
culture possible. A cette fin, les popu-
lations de transcrits (ARN messagers)
sont isolées a partir des différents
matériels collectés, rétrotranscrits en
ADN complémentaires, puis séquencés
massivement a partir de leur extrémité
5 pour obtenir une étiquette de
séquence unique pour chaque gene.
Depuis 2005, plusieurs bibliotheques
de séquences exprimées (EST, pour
« Expressed Sequence Tag») ont été
générées pour les especes du genre
Coffea, notamment au sein du projet
Cornell-Nestlé (Lin et al., 2005) et par
I'Institut de recherche pour le déve-
loppement (IRD, [Poncet et al., 2006])
(tableau 1). La compilation de ces
séquences (environ 58 000 EST) a
abouti a la génération de 15721
unigenes. Ces séquences ont été utili-
sées pour la construction de puces a
ADN qui ont déja servi a effectuer une
comparaison préliminaire entre les
graines, les feuilles et les fleurs de
caféiers : elles ont permis la mise en
évidence de 1565 génes spécifique-
ment exprimés dans la graine mature
par rapport aux deux autres tissus
(Privat et al., 2011). Récemment, les
données EST du projet brésilien
« Genoma café » ont été rendues publi-
ques (Mondego et al., 2011). Ainsi, en
quelques années, la construction de
bibliotheques d’EST a non seulement
permis I'établissement d’une liste des
geénes exprimés dans la graine, mais
aussile développement d’outils pour le
suivi de son transcriptome. Cette phase
de découverte et dannotation des
genes bénéficiera également du
séquencage du génome de C. cane-
phora, dont la publication est attendue
d’ici fin 2012.

L’étape suivante consiste 4 mettre en
évidence les répertoires de genes
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Ressources EST disponibles pour différentes espéces du

genre Coffea.

Table 1. Coffea EST resources available.

EST Bibliotheques Références
C. canephora 537 1 Raveendra et al. (2010) ®
46 914 1,2 Lin et al. (2005)
8778 1,2 Poncet et al. (2006)
12 805 1,4 Vieira et al. (2006), Vidal et al.
(2010), Mondego et al. (2011)
Total 69 034
C. arabica 618 1 Fernandez et al. (2004)
292 1 Joét et al. (2007) ?, Lecolier et al.
(2008)?
41 985 1,2,3 Moncada et al. (2009)?
448 1 Cristancho et McCouch (2002)®
139 1,4 De Nardi et al. (2006)
130 792 1-5, 6 Vieira et al. (2006), Vidal et al.
(2010), Mondego et al. (2011)
Total 174 274
Autres Coffea + 12 500 6 Lashermes et al. (2008)
Total 255 808

Le nombre de séquences EST a été obtenu par consultation de la banque dbEST (GenBank Release 178.0, 18/
06/2010, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucest). Les bibliothéques d'ADNc utilisées (1, feuille ; 2, fruit ; 3,
fleur ; 4, racine ; 5, cal embryogeéne ; 6, autres) et les séquences publiques non publiées (?) sont indiquées.
D'aprés Lashermes et al. (2008) et de Kochko et al. (2010).

directement impliqués dans la synthese
des ardbmes et de leurs précurseurs. A
cette fin, les travaux réalisés chez les
plantes modeles sont essentiels pour
deux aspects. D’une part, ils ont permis
d’établir que plusieurs voies de biosyn-
these peuvent parfois coexister pour
un méme produit. D’autre part, la
plupart des genes impliqués dans les
voies de biosynthese des principaux
composés de réserves ont été identi-
fiés. Ces connaissances facilitent tout
d’abord lidentification rapide des
geénes correspondants (orthologues)
chez le caféier ou leur recherche dans
les bibliotheques d’EST s’effectue par
homologie de séquence. Ensuite, le
suivi du niveau d’expression des genes
candidats au cours du développement
de la graine permet d’inférer I'impor-
tance et les modes de régulation dans
les différents tissus de la graine de
chacune des voies de biosynthese
connues. La RT-PCR (Real-time poly-
merase chain reaction) en temps réel
reste une méthode de référence pour
réaliser cette étape. La mise en relation
des profils d’accumulation des compo-
sés biochimiques et des profils
d’expression des genes (ou des acti-
vités enzymatiques correspondantes)
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permet enfin une reconstruction plus
précise des voies métaboliques actives.
Le couplage des données transcripto-
miques et biochimiques a ainsi permis
la reconstruction de plusieurs voies
métaboliques d’intérét dans la graine
de caféier, notamment la description
des genes impliqués dans la biosyn-
these des acides chlorogéniques, des
acides gras, des triglycérides, et des
sucres, dont 'exemple sera développé
dans cette revue (Geromel et al., 2006 ;
Lepelley et al., 2007 ; Privat et al.,
2008 ; Joét et al., 2009).

Le lien entre lactivité transcription-
nelle et 'accumulation du métabolite
d’intérét n’est cependant pas toujours
facile a établir car d’autres niveaux de
régulation peuvent intervenir. Une
fois 'ensemble des genes d'une méme
voie décrit, il s’agit donc de hiérar-
chiser leur importance relative et de
déterminer si une régulation trans-
criptionnelle influe sur 'accumulation
des métabolites. Pour cela, une nou-
velle approche, appelée biologie des
systemes, vise a intégrer différents
niveaux d’informations, par exemple
la quantification des changements
dans le transcriptome et le métabo-
lome en réponse a une perturba-

121

tion donnée. Cette approche permet
notamment d’identifier les genes dont
le niveau d’expression est corrélé
quantitativement au métabolite d’'inté-
rét, et ainsi d’identifier les étapes clés
du contréle transcriptionnel. Récem-
ment, une approche de ce type a été
menée pour l'étude de la voie des
phénylpropanoides et la synthese des
acides chlorogéniques du caféier (Joét
et al., 2010a). Cette voie de biosyn-
theése sera donc utilisée dans cette
revue pour illustrer les approches de
biologie des systemes.

Une fois les geénes clés identifiés, leur
role dans la synthese des principaux
métabolites d’intérét reste a vérifier
in vivo. La fonction des génes peut étre
validée par transformation génétique.
Cette étape de validation a pu étre
réalisée pour la voie de biosynthese
de la caféine, relativement simple,
grace a l'existence de mutants naturels
et emploi de la transgénese. Ce
métabolite secondaire est donc utilisé
dans cette revue pour illustrer la
démarche de validation fonctionnelle.

Exemple d'utilisation
du couplage

de données transcrits-
métabolites :

le métabolisme

du saccharose

Parmi les composés de réserve majo-
ritaires, les polysaccharides pariétaux
et le saccharose jouent un rble de
premier plan dans la genese de la
flaveur et des ardbmes du café. En effet,
lors de la torréfaction, leur dégradation
thermique génere des sucres réduc-
teurs qui, en interaction avec les
acides aminés, initient les réactions
de Maillard. De plus, la proportion de
saccharose non dégradé lors de la
torréfaction contribue a la douceur du
breuvage.

Chez le caféier, comme pour la plupart
des plantes supérieures, le saccharose
représente la forme majoritaire de
transport des photoassimilats vers les
organe-puits tels que les graines
(Franck et al., 2006). 11 joue un rdle
pivot dans le métabolisme carboné
des graines, les hexoses résultant de
son clivage étant utilisés a la fois



comme source d’énergie pour le
métabolisme cellulaire et de carbone
pour la biosynthése de nombreux
composés de réserve, notamment les
polysaccharides pariétaux.

Dans un premier temps, les études
biochimiques réalisées sur le péri-
sperme et l'albumen ont permis de
montrer que ces deux tissus présen-
tent des métabolismes glucidiques
particulierement contrastés (Rogers
et al., 1999). En effet, le glucose et
le fructose représentent la majeure
partie des sucres solubles du péri-
sperme durant les premiers stades de
développement de la graine, alors que
le saccharose est le sucre majoritaire
de l'albumen en croissance et dans la
graine mature (figure 2). Comme chez
d’autres graines modeles, il semblerait
que le rapport entre hexoses (H) et
saccharose (S) exerce un controle
métabolique sur l'activité de division
cellulaire (ratio H/S élevé du péri-
sperme) et sur la biosynthése des
réserves (baisse progressive du ratio
H/S au cours du développement de
Ialbumen) (Weber et al., 1998).
Récemment, le couplage des appro-
ches biochimiques et génomiques
a permis d’identifier certains génes
(correspondant a des isoformes enzy-
matiques particulieres) directement
impliqués dans le métabolisme du
saccharose (figure 2). Deux types
d’enzymes, les invertases et la saccha-
rose synthase (SuSy), sont capables de
cliver la liaison glycosidique du sac-
charose. Au sein du périsperme, ce
sont les invertases qui jouent un role
primordial, notamment les invertases
acides dont I'activité est spécifique des
premiers stades de développement de
la graine (Geromel et al, 20006). Le
clivage du saccharose semble étre
principalement effectué dans l'apo-
plasme, les genes codant pour des
isoformes pariétales de I'invertase étant
fortement exprimés durant cette phase
(Privat et al., 2008). Contrairement 4 ce
qui se passe dans le périsperme, le
saccharose est véhiculé a l'intérieur des
cellules de 'albumen avant son clivage.
En effet, plusieurs génes codant pour
des transporteurs de la membrane
plasmique nécessaires au chargement
intracellulaire du saccharose présen-
tent un niveau d’expression élevé lors
de la phase de croissance de I'albumen
(Joét et al., 2009). Ensuite, l'activité
saccharolytique est prise en charge par
la saccharose synthase. Le gene SUST,

codant pour une de ses isoformes
(Leroy et al., 2005) présente un profil
d’expression concordant avec la phase
de biosynthese des réserves (De Castro
et Marraccini, 2006). Parallélement a
I'import de saccharose et a son utilisa-
tion, une néosynthese de saccharose a
également été mise en évidence en
utilisant du fructose marqué au '“C
(Geromel et al., 2006). Ainsi, l'activité
enzymatique de la saccharose phos-
phate synthase (SPS), impliquée dans
la synthese du saccharose, est maxi-
male lors de cette méme phase. D’autre
part, SuSy peut étre active dans le sens
du clivage ou celui de la biosynthese.
Ainsi, l'expression tardive du geéne
SUS2, codant pour une seconde iso-
forme de SuSy, semble corrélée avec la
synthese et 'accumulation de saccha-
rose lors de la maturation de la graine
(Salmona et al., 2008).

L'utilisation de la RT-PCR en temps
réel, couplée a celle des méthodes de
chimie analytique classique, a ainsi
permis la description des voies de
biosynthése des principaux composés
de réserve de la graine de caféier. La
disponibilité récente de puces a ADN
(Privat et al., 2011), ainsi que 'émer-
gence de nouveaux outils d’analyse
des transcrits par séquencage haut
débit (RNA-Seq) devraient permettre
d’étendre rapidement ces approches a
I'ensemble du transcriptome. De plus,
les techniques de métabolomique,
telles que la chromatographie couplée
a la spectrométrie de masse (GC-MS et
LC-MS) ou la détection par résonance
magnétique nucléaire CH-RMN), per-
mettent de couvrir un large éventail de
molécules. Ces techniques d’analyse
du transcriptome et du métabolome
seront dune aide précieuse pour
décrire et décortiquer en parallele de
nombreuses voies métaboliques, mais
restent a valider chez le caféier.

Exemple d'approche
de biologie

des systémes :

la synthése des
acides chlorogéniques

La graine de caféier présente de fortes
teneurs en acides chlorogéniques

(ACG), une famille d’esters formés
a partir de certains dérivés trans
de l'acide cinnamique, en particulier
l'acide caféique, et de I'acide quinique
(Hanson, 1965). Comme la caféine, les
ACG contribuent a lastringence et
l'amertume du breuvage. Les ACG
sont synthétisés de maniere précoce
dans le périsperme et s’accumulent
lors du développement rapide de
l'albumen (De Castro et Marraccini,
2006). En l'absence de connaissances
sur la nature moléculaire des enzymes
impliquées dans les processus de
transestérification entre les différents
isomeres d’ACG, les études de géno-
mique fonctionnelle se sont focalisées
sur la synthese de ’ACG majoritaire, le
5-caffeoylquinate (5-CQA), qui est le
précurseur de tous les autres ACG
(figure 3). Ce composé est également
un intermédiaire dans la synthése des
lignines (Aerts et Baumann, 1994) et sa
synthése emprunte les premicres éta-
pes de la voie des phénylpropanoides.
Dans un premier temps, le couplage
de données transcriptomiques et bio-
chimiques ainsi que la caractérisation
fonctionnelle de certaines protéines
recombinantes ont permis I'identifica-
tion de genes et isoformes enzymati-
ques directement impliquées dans le
métabolisme du 5-CQA (Lepelley
et al., 2007 ; Joét et al., 2009).

Il a ensuite été montré que la teneur et
la composition en ACG dans la graine
mature sont sous la dépendance forte
de facteurs environnementaux, notam-
ment la température moyenne de l'air
(Joét etal., 2010b). La mise en évidence
récente de ces effets, couplée a une
description précise de la voie de
biosynthese du 5-CQA, a permis de
mettre en ceuvre des approches de
biologie des systemes et I'identification
de plusieurs points de contréle (Joét
et al., 2010a). En effet, les conditions
environnementales peuvent étre utili-
sées comme source de variation pour
analyser les relations quantitatives
entre transcrits et métabolites au cours
du développement de la graine et
identifier les genes dont le niveau
d’expression est reli€ a un trait quanti-
tatif (QTT, pour « Quantitative Trait
Transcript »). Les deux premieres éta-
pes de la voie des phénylpropanoides,
pilotées par la phénylalanine ammo-
nia-lyase (PAL) et la cinnamate
4-hydroxylase (C4H) sont souvent
décrites chez les plantes modeles
comme pivots de la régulation de cette
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Figure 2. Synthése des composés de réserve au cours du développement de la graine et métabolisme des sucres.

Figure 2. Synthesis of storage compounds and sugar metabolism in developing coffee seed.

A) les différentes phases tissulaires du développement du grain sont schématisées en proportion du poids sec de la graine ; B) les évolutions des teneurs moyennes en hexoses,
saccharose, acides chlorogéniques (ACG), caféine et polysaccharides pariétaux sont exprimées en mg par grain au cours du développement (JAF : jours aprés la floraison). Les
coefficients de variation, non représentés, sont inférieurs & 10 % ; C) représentation des principales phases métaboliques : 1) biosynthése des ACG ; 2) des polysaccharides
pariétaux (galactomannanes, cellulose) et des protéines de réserve ; 3) remobilisation des ACG ; et 4) synthése et accumulation du saccharose ; D) représentation des profils
d'expression des génes liés au métabolisme des sucres.

CWINYV :invertase pariétale ; HT : transporteur d'hexose ; INV :invertase acide ; MS : matiére séche ; SucT : transporteur de saccharose ; SPS : saccharose phosphate synthase ;
SPP : saccharose phosphate phosphatase ; SUSY : saccharose synthase ; SUS1 : isoforme 1 de la saccharose synthase ; SUS2 : isoforme 2 de la saccharose synthase. Adapté
d'aprés Joét et al. (2009).
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Figure 3. Voie des phénylpropanoides et points de contrdle pour la synthése des acides chlorogéniques.

Figure 3. The phenylpropanoid pathway and its major control points for the biosynthesis of chlorogenic acid.

Les génes dont les niveaux d'expression sont corrélés a la température moyenne (contréle environnemental) ou & I'accumulation de métabolites (contréle transcriptionnel lié & un trait
quantitatif, QTT) figurent dans les encadrés. C3'H, p-coumaroyl CoA 3-hydroxylase ; C4H, trans-cinnamate 4-hydroxylase ; CAD, cinnamyl alcohol dehydrogenase ; CCOAOMT,
caffeoyl-CoA 3-O-methyltransferase ; 4CL, 4-coumarate : CoA ligase ; CCR, cinnamoyl-CoA reductase ; COMT, caffeate O-methyltransferase ; F5H, ferulate 5-hydroxylase ; HCT,
hydroxycinnamoyl-CoA : shikimate/quinate hydroxycinnamoyl transferase ; HQT, hydroxycinnamoyl-CoA quinate hydroxycinnamoyl! transferase ; PAL, phenylalanine ammonia
lyase ; POD, secretory peroxidase. Adapté d'aprés Joét et al. (2010a).
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voie. Chez le caféier, un fort controle
transcriptionnel s’exerce sur ces éta-
pes : d’'une part 'expression des genes
codant ces enzymes est pilotée par
le programme génétique de dévelop-
pement de la graine, mais elle est
également modulée par des variables
climatiques telles que la température
moyenne de l'air (figure 3). Les étapes
suivantes de la voie des phénylpropa-
noides menant au 5-CQA sont réalisées
par la coumarate ligase (4CL), 'hydro-
xycinnamoyl-CoA quinate hydroxycin-
namoyl transférase (HQT/HCT) et la
coumaroyl-CoA 3-hydroxylase (C3'H).
Plusieurs genes codant pour ces enzy-
mes sont exprimés au cours du déve-
loppement de la graine (Lepelley et al.,
2007 ; Joét et al., 2009). Mais parmi eux
seuls les genes 4CL8 et HQT1 montrent
un lien quantitatif entre leur niveau
d’expression et l'accumulation des
ACGs (figure 3). Cette approche, basée
sur les variations induites par l'envi-
ronnement, a également permis de
montrer que 'accumulation des ACG
est aussi contrdlée en aval par la
répression des genes impliqués dans
leur remobilisation vers les monoli-
gnols, en identifiant les genes codant
pour la ferulate 5’hydroxylase (F5H1)
et peroxydase (POD) comme QTT.

Cette approche de biologie des syste-
mes pourrait étre appliquée a d’autres
voies meétaboliques. En effet, des
études récentes ont montré que la
température (ombrage et altitude) a
également une influence sur les
teneurs en hexoses des graines matu-
res (Geromel et al., 2008 ; Joét et al.,
2010b), suggérant qu’il serait possible
d’utiliser la variance induite par 'envi-
ronnement pour caractériser les points
de contréle du métabolisme des
sucres. Cependant, une autre source
de variation semble également pro-
metteuse, celle induite par la diversité
génétique. En effet, des approches
de biologie des systemes sur diffé-
rentes variétés de mais présentant des
métabolismes contrastés ont récem-
ment permis l'identification de QTT
pour l'accumulation des caroténoides
(Vallabhaneni et al., 2009). Ces appro-
ches pourraient étre utilisées chez
les caféiers pour le métabolisme des
sucres ou, a une échelle restreinte, la
comparaison des niveaux de transcrits
et d’activités enzymatiques pour les
invertases et saccharose synthases
entre les deux especes de caféiers
cultivés suggere déja que les faibles

Cah Agric, vol. 21, n® 2-3, mars-avril — mai-juin 2012

teneurs en saccharose des graines de
C. canephora sont corrélées a une plus
forte activité saccharolytique par rap-
port a celle mesurée chez C. arabica,
avec des niveaux de controle a la
fois transcriptionnel et posttranscrip-
tionnel (Privat et al., 2008)

Validation
fonctionnelle

des génes : exemple
de la biosynthése
de la caféine

La caféine est un alcaloide purique
synthétisé a partir de la xanthosine,
et ceci a travers seulement trois
étapes successives de méthylation et
une étape d’élimination du ribose.
Les genes CaXMT1, CaMXMTZ2 et
CaDXMT1, codant pour différentes
N-méthyltransférases ont été identifiés
(Ogawa et al., 2001 ; Uefuji et al,
2003). La caractérisation fonctionnelle
des protéines recombinantes a montré
que les trois enzymes utilisent la
S-adénosyl-L-méthionine (SAM) comme
donneur de groupement méthyl et a
permis d’établir un réle pour ces génes
respectivement dans la synthése de
7-méthylxanthosine, de théobromine
(3,7-diméthylxanthine), et de caféine
(1,3,7-triméthylxanthine) (Uefuji et al.,
2003). Ces genes sont exprimés de
maniere précoce au cours du déve-
loppement de la graine (Salmona
et al., 2008). Leur fonction peut étre
validée par transformation génétique,
dont le protocole a été récemment
optimisé pour améliorer lefficacité
(Ribas et al., 2011). Ainsi, I'inactivation
par transgénese du gene CaMXMT1
codant la théobromine synthase abou-
tit a une réduction drastique de la
teneur en théobromine et caféine
dans les feuilles (Ogita et al., 2003 ;
Ashihara et al., 2006). De méme, un
crible  biochimique de différentes
lignées d’Arabica sauvages d’Ethiopie
a permis la découverte d'un mutant
naturel sans caféine (Silvarolla et al.,
2004). Chez ce mutant lactivité
caféine synthase n’est pas détectable,
et des études récentes montrent la
présence de mutations ponctuelles
dans le geéne CADXMTI, ainsi que

des perturbations dans la régulation de
l'activité transcriptionnelle de ce gene
(Maluf et al., 2009). En définitive, c’est
certainement pour ce métabolite
secondaire que les travaux sont les
plus avancés, avec notamment la
structure tridimensionnelle de la xan-
thosine méthyltransferase (XMT) et
de la caféine synthase (DXMT) récem-
ment décrites par cristallographie
(McCarthy et McCarthy, 2007).

Perspectives

Les prochaines années devraient voir
la généralisation de l'utilisation chez le
caféier des outils d’analyse du trans-
criptome et du métabolome, ainsi que
de leur couplage. Cette étape est
essentielle pour décrypter les voies
de biosynthese du large répertoire de
molécules présentes dans le grain
de café vert. A ce titre, il est utile
de rappeler que certains métabolites
peuvent étre présents en quantité
marginale et cependant influencer
de maniere prépondérante les qualités
organoleptiques du café. Ainsi, une
part des composés volatiles sont
présents avant torréfaction et sont
synthétisés au cours du développe-
ment de la graine. Principalement
issus des voies des phénylpropanoi-
des et des isoprénoides, leur seuil de
perception peut étre de l'ordre du
nanomolaire. Le couplage des appro-
ches de transcriptomique avec celles
de chimie analytique des composés
volatiles par GC-MS, par exemple,
devrait permettre I'étude de leurs
voies de biosyntheése.

La généralisation de ces approches
devrait aboutir au dépdt d’'un grand
nombre de données dans des bases
d’acces public, offrant ainsi des per-
spectives intéressantes en termes de
méta-analyse. En effet, la généralisa-
tion des puces a ADN permet d’étudier,
sur un tres grand nombre d’échantil-
lons et dans différentes conditions,
les relations de covariance qui existent
entre les différents genes exprimés.
L’analyse par régression linéaire des
relations entre tous les geénes pris
deux a deux dans différentes condi-
tions expérimentales facilite la mise
en évidence de régulons, groupes de
genes coexprimés. Ces unités trans-
criptionnelles, pouvant contenir jus-
qu’a plusieurs centaines de genes, sont




souvent corégulées par un méme
facteur de transcription. L'identification
de ces facteurs est une étape impor-
tante dans la compréhension des
modes de régulation des voies de
biosynthese.

A terme, l'identification de genes clés
lies a la synthése des composés de
réserves fournira des marqueurs diag-
nostiques pour le suivi de la qualité,
l'accumulation des composés liés a la
qualité aromatique du café et a la
typicité de terroir. L’exploration de la
diversité nucléotidique de ces genes
et de leur régulation au sein des
populations servant de base aux
programmes de sélection, constituera
le fondement de la mise en place de la
sélection assistée par marqueurs pour
la qualité du café. Les bénéfices de la
mise en place d’une telle sélection
sont évidents compte tenu de la
complexité (cout, temps...) de I'éva-
luation phénotypique de ce caractere.
Ces approches nécessitent une bonne
connaissance des métabolites du café
vert, de leur conversion lors de la
torréfaction, et leurs interactions dans
la genese des propriétés sensorielles
de la boisson. Les études futures
devront donc intégrer la biologie de
la graine, la chimie de la transforma-
tion, ainsi que des procédures stan-
dardisées d’analyse gustative.
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