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Introduction, Avant-Propos

I.1.  AVANT-PROPOS

1.1.1. Importance économique des agrumes

La production mondiale d’agrumes s’élevait a envil®9 millions de tonnes en 2004-
2005 (source FAO) ce qui la placait au premier rdeg productions fruitieres devant le
groupe banane et plantain (106 millions de tonméslpin devant le raisin et la pomme
(respectivement 67 et 61 millions de tonnes). Lem@ges représentent 60% de la production
totale, les petits agrumes 22%, les citrons 12%sepomelos 4%. De plus, 60% des agrumes
produits sont autoconsommés, 30% sont transforrhé$0% sont échangés au niveau

international (source FAO).

L'aire de culture des agrumes est trés vaste s&tend du 48" paralléle nord au £0°
parallele sud. Cependant, quatre grandes zonesdomigine des deux tiers de la production
mondiale : le Brésil, le bassin méditerranéen,Han€ et les Etats-Unis (IMBERT, 2006a). Le
Brésil reste le premier bassin de production avexnécolte d’environ 20 millions de tonnes
par an d’agrumes. De 1980 a 1990, la productioona une forte augmentation, mais cette
production s’est stabilisée dans les années 90 lamgarition de problemes phytosanitaires.
Le bassin méditerranéen représente la deuxiemedmpeoduction avec environ 19 millions
de tonnes d’agrumes produits par an. Dans cette, zZlan production connait une forte
croissance. La Chine serait le troisieme bassiprdduction avec 14-15 millions de tonnes
d’agrumes qui sont majoritairement autoconsommédinEles Etats-Unis représentent le
quatrieme bassin producteur avec une productionvad@n 11 millions de tonnes par an.
Cette production a été marquée par une forte ditimimaepuis la campagne 2003 / 2004 due

a la fois a des problemes phytosanitaires et asagasde plusieurs cyclones.

Le Brésil et les Etats-Unis sont aussi les princip@ays transformateurs. Parmi les
agrumes, c’est surtout I'orange qui est transform&®,8 millions de tonnes d’oranges sont
transformées. Le Brésil, qui transforme 11,3 miliade tonnes d’oranges et les Etats-Unis

9,2 millions de tonnes, contrélent plus de 85% al@roduction mondiale de jus d’oranges
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Introduction, Avant-Propos

(IMBERT, 2006a). Les conditions environnementalepliguent cette orientation vers la
transformation. En effet, les oranges produites région tropicale (Brésil, Floride),
caractérisées par une teneur en jus élevée, umpe @il une peau peu colorées (faibles
concentrations en caroténoides et anthocyaneg)pkmintéressantes pour la fabrication des

jus que pour la consommation en frais.

Le principal produit industriel est le jus d’orangencentré a 65 degré Brix. Cependant,
des produits a plus haute valeur ajoutée et ddeussl qualité comme le jus simple ou les
produits de quatrieme gamméeSh cut Citruy gagnent du terrain (IMBERT, 2006a).
L’augmentation de la transformation des agrumegr(euntation de 163% durant la période
1970-2005) s’explique principalement par une explosle la demande en jus dans les pays
développés (Union Européenne, Amérique du Nordapbn). Dans ces pays, pour I'orange
et le citron, I'évolution de la demande au profiésdjus a entrainé parallélement une

diminution du marché du frais.

Le bassin méditerranéen est plus spécialisé dansedbanges de fruits frais. Les
conditions climatiques et principalement les hivieass permettent la production d’oranges et
de petits agrumes caractérisés par un bon équdimees/acides (ALBERTINdt al, 2006) et
une coloration orange vif typique (DHUIQUE-MAYERt al, 2005). Cette spécificité
explique la spécialisation dans le commerce momtialagrumes frais. Ainsi, la méditerranée
contréle 55% du commerce mondial des oranges, M%ellii des petits agrumes et 40% de
celui des citrons (IMBERT, 2006a).

Durant la période 1970-2000, le commerce mondia dgrumes frais a augmenté
d’environ 80% (source FAQ). Les oranges représergassi la plus grande part des fruits
frais échangés (4,4 millions de tonnes en 2000pe@@ant, la croissance de ce marché
s’explique surtout par 'augmentation des échamgepetits agrumes (2,5 millions de tonnes
en 2000). L’Asie et en particulier la Chine produs 60% des petits agrumes au niveau
mondial tandis que le bassin méditerranéen géng¥e @ la production. Cependant, les
fruits produits en Chine sont surtout autoconsometds méditerranée controle ainsi prés des
trois quarts des échanges des petits agrumes.riardgme du marché des petits agrumes est
soutenu par la création variétale et la commesatbn d’'une large gamme de petits agrumes
avec des variétés précoces et des variétés tardiessprévisions de campagne d’agrumes
2006-2007 prévoient une production record poumpkags du bassin méditerranéen avec une
production d’environ 19 millions de tonnes d’agrem{MBERT, 2006b). Cette production

record est due a une augmentation des productiengetits agrumes, oranges et citrons
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principalement en Espagne, Turquie et Egypte. Era@ise, une rénovation des vergers est en
cours avec le développement de variétés, de quatit@iorée, précoces (Oroval, Marisol,
Oronules, Clemenruby, etc. pour les petits agruraegpardives (Nour, Hernandine, pour les
clémentines, Navelate cultivar Powell pour les gem Ortanique pour les tangors). Ainsi,
avec l'augmentation des volumes produits, la careoee risque d’'étre sévere méme si les
marchés de I'Europe de I'Est et de I'Asie constituencore des réservoirs de développement

de la consommation.

Etant donné la période de juvénilité des agrumes &bs), il est important de pouvoir
orienter les programmes de créations variétales pouvoir répondre aux différents enjeux
qui sont : la demande croissante de fruits de ®yda recherche de nouveaux marchés, les
contraintes biotiques (Tristeza, Phytophtora, Crecidrique etc.) ou abiotiques (seécheresse,

salinité etc.) croissantes.

1.1.2 Amélioration de la qualité des agrumes

La qualité d'un produit désigne la qualité orgaptitpue (texture, couleur, odeur,
flaveur), la qualité sanitaire, la qualité nutnitielle et la qualité de service ou d'usage
(transformation, conservation). Le consommateurdestplus en plus exigeant en ce qui
concerne la qualité des produits qu’il consommeopgamment la qualité organoleptique qu'il
percoit en premier lieu. La qualité organoleptiges agrumes dépend de nombreux facteurs :
la couleur (caroténoides, anthocyanes et chlortgg)ylles teneurs en sucres, en acides, en
arébmes, le pourcentage de jus, I'absence de péging,.es composés participant a la qualité
nutritionnelle des agrumes sont les vitamines dijpaue et les composés antioxydants d’autre
part. La vitamine C, les caroténoides (provitamiAg®t I'acide folique (vitamine B9) sont
les principales vitamines caractéristiques desragsu Les différentes catégories de composeés
antioxydants sont: la vitamine C, les caroténoidésles composés phénoliques. Les
parameétres participant a la qualité organoleptiguenutritionnelle des agrumes sont eux-
mémes influencés par les conditions environnemesitales pratiques culturales, les
conditions de récolte et de conservation et pa€laction des variétés. Les programmes de
création variétale intégrent ainsi ces paramettegxeploitent la diversité génétique des
agrumes pour créer et sélectionner des variétéshalge qualité organoleptique et

nutritionnelle.
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Les programmes de création variétale concernemedpart I'amélioration des porte-
greffe et d’autre part 'amélioration des cultivaEn effet, en plantations commerciales, les
agrumes sont cultivés sous la forme d’une assoaiatiltivar / porte-greffe. Les porte-greffe
sont responsables de I'adaptation des agrumes iff@redtes conditions pédoclimatiques et
des résistances a de nombreux pathogenes. Aisdralaux de sélection correspondent a la
recherche de porte-greffe tolérants au sel, s’ata@ux sols alcalins et acides ou encore
résistants aux Phytophtora et a la Tristeza. Leteqgpeffe participent également a la qualité
des fruits. Ainsi, les citranges (hybrid€trus sinensis x Poncirus trifoliataont été
sélectionnés pour 'amélioration de la qualité dests agrumes et des oranges et aussi pour
leur résistance a la Tristeza. Pour I'amélioratibes cultivars, les criteres de sélection
concernent la qualité organoleptique (couleur, pentage de jus, teneurs en sucres et acides
et absence de pépins principalement), la rechatehariétés précoces et de variétés tardives
et la résistance au froid. Par exemple, la séledi® fruits sans pépin s’est traduite par la
recherche de stérilités femelles ou males (exerdpke orangersCitrus sinensis variétés
Washington Navel, Hamlin, Valencia ou des pomelfoitus paradisj variétés Marsh et
Thompson ou encore du citronni€itrus limon variété Euréka) ou par la recherche de
variétés triploides. Cependant, les programmessautil la reproduction sexuée sont limités

par la complexité des systémes de reproductiomagiesnes.

Les systemes de reproduction chez les agrumesvsoids et complexes. Le premier
caractére a souligner est la polyembryonnie ou &penfacultative présente chez de
nombreuses especes telles @igus sinensisla majorité des variétés datrus reticulata
Citrus aurantifolia Citrus aurantium et Poncirus trifoliata De nombreuses graines
renferment plusieurs embryons : 'embryon zygotigides embryons surnumeéraires issus
des cellules du nucelle, donc identiques au géeotyaternel. Ces graines polyembryonnées
produisent généralement 2 a 3 plantules. L’embsgxué se retrouve en compétition avec les
embryons nucellaires pour I'espace et les élémantstifs. Seules deux espéces, selon
Swingle, Citrus medicaet Citrus grandis ne présentent que des variétés monoembryonnées.
Les autres problemes rencontrés lors de I'hybodasexuée sont la stérilité gamétique
affectant les pieces males ou femelles et l'incaibpée gamétophytique (auto et inter-
incompatibilité) (OLLITRAULT et DE ROCCA SERRA, 124 et b). Ces éléments sont des

freins a la mise en place de programmes de créatioétale.
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Récemment, le développement d’'une nouvelle teckenidinybridation somatique (qui
correspond a la fusion de protoplastes, cellulegétades dépourvues de parois
pectocellulosiques) a ouvert de nouvelles perspestdans les programmes de création
variétale. Elle permet un accroissement de la ditéeutile des pools génétiques des espéces
cultivées avec la possibilité de réaliser des lidiidns interspécifiques et intergénériques
sans étre confrontée aux incompatibilités rencestdans I'hybridation sexuée. C’est aussi,
pour les agrumes, la possibilité d’augmenter lel pes tétraploides utilisés pour I'obtention
de triploides aspermes par croisement avec desidgs. Les produits de I'hybridation
somatique sont tres divers du point de vue de lgéin®@mes nucléaires et cytoplasmiques. De
nombreuses fusions ont été réalisées, de sortd guiste actuellement environ 200
combinaisons connues (GROSSEfRal, 2000). La premiere utilisation est la régénératie
nouveaux tétraploides pour obtenir ensuite dedotdps aspermes intéressants pour la
production de fruits sans pépins. Un autre grartdréh de I'hybridation somatique est
'obtention directe de triploides par fusion d'unopplaste haploide et d’'un protoplaste
diploide. En ce qui concerne I'amélioration desiétés employées comme porte-greffe,
I'hybridation somatique est utile dans la mesureetié rend possible la combinaison des
caractéres des deux parents. Des fusions ont étiésgtalisées pour obtenir des portes-greffe
combinant les caractéres de variétés appartenadésagenres différents. Par ailleurs,
I'hybridation somatique permet de générer de ndeselssociations nucléocytoplasmiques au
niveau diploide, soit accidentellement dans legitghions somatiques symétriques, soit de
maniére dirigée par fusion asymétrique. Ces cybri@stent relativement rares (environ 30
combinaisons sont connues chez les agrumes). U&tiah des cybrides permet d’identifier
les caractéres dépendant du ou des génomes chalstigpes et mitochondriaux. En annexes,
nous présentons nos travaux sur le rble des int@nacucléocytoplasmiques sur la synthese
des composés d'arbme des hybrides somatiques dbgloqui ont fait I'objet d'une
publication danslournal of Agricultural and Food Chemistrgt d’un poster présenté au

congrédnternational Citrus Congresdaroc, 2004.

Ainsi, les programmes de création variétale exeitita diversité génétique des agrumes
et utilisent I'hybridation sexuée et plus récemmiémgbridation somatique pour obtenir de
nouvelles variétés. Les possibilités d’hybridatsont tres vastes. Il est donc nécessaire de
déterminer quels sont les facteurs génétiques @antrles caractéres d’intérét au niveau

diploide afin d’orienter les programmes de créatianétale.
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1.1.3. Importance des caroténoides dans la qualites agrumes

Les caroténoides constituent I'une des classeplissimportante de pigments végétaux
(les autres grandes classes étant les chlorophyiiesanthocyanes et les bétalaines). Les
agrumes sont particulierement riches en carotésoéleils présentent des compositions
complexes en ces composeés : plus de 100 molécelesamténoides différentes ont été
isolées chez les agrumes (GROSS, 1987). Ce sontafetituants majeurs de la qualité

organoleptique et nutritionnelle des agrumes.

Les caroténoides sont responsables des couleurs, jatange ou rouge des fruits. Par
exemple, Ig3-cryptoxanthine donne une couleur orange vif carétique de la clémentine et
des mandarines (couleur externe et interne). Laposition en caroténoides des fruits
d’agrumes constitue I'un des premiers facteursadguhblité des fruits frais et des jus de fruits.
Nous précisons que les anthocyanes, molécules danidle des polyphénols, sont des
pigments présents uniquement dans la peau et [z ml#s oranges sanguines. Chez les
oranges, les deux anthocyanes majeurs qui donmentcaloration rouge/mauve sont: la
cyanidine 3-glucoside et la cyanidine 3-(6"-malghytoside). De plus, les oranges sanguines
sont aussi riches en caroténoides de sorte queulauwr des fruits est déterminée par le
mélange de ces deux catégories de pigments. A@ssicaroténoides sont des déterminants

majeurs de la couleur des agrumes.
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Figure 1. Comparaison des moléculesfiiearotene et de vitamine A.

Les caroténoides sont des micronutriments qui dasigurs fonctions biologiques.
Certains caroténoides (essentiellem@caroténe o-carotene ef-cryptoxanthine) sont des
provitamines A (OLSEN, 1989 ; VAN VLIE®Et al, 1996 ; PARKER, 1996). En effet, au
niveau de sa structure, la vitamine A correspotalraolécule dgi-carotene coupée en deux,
a laquelle est fixée une molécule d’eau en fin daire (Figure ). Ainsi, le B-caroténe
posséde la plus grande activité vitamine A carlieage de cette molécule conduit a la
formation de deux molécules de vitamine A ou rdtitamdis que les autres caroténoides
comme lu-carotene ou Ig-cryptoxanthine ne permettent la formation que d'wseule
molécule. A l'inverse des plantes, les animaux sordapables de synthétiser les caroténoides.
Leurs caroténoides proviennent de leur alimentati@anvitamine A n’est elle présente que
dans les aliments d’origine animale. Les animauxivpet la synthétiser a partir des
caroténoides ou encore la trouver en consommanalgesnts d’origine animale riches en
vitamine A. La vitamine A joue un role essentiehslda vision, dans la préservation du tissu
épithélial, dans la croissance osseuse et dansgdeoduction. D'ou I'importance des
caroténoides dans l'alimentation surtout pour agsifations qui consomment peu d’aliments
d’origine animale. Dans les pays développés, 25-88%a vitamine A sont apportés par la
consommation de fruits et léegumes et donc de cawalés tandis que dans les pays en voie
de développement ce chiffre peut atteindre 82% (MMN BERGet al, 2000). L'activité

vitamine A des caroténoides est exprimée dansaldes alimentaires en rétinol équivalent
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(RE) par litre. Cette valeur est déterminée payuation suivante :

RE = (ugp-carotene / 6) + (g autres caroténoides provitarinl12).

Les essais in vitro effectués des 1967 ont monigésgule la moitié des moléculesfide
caroténe sont converties en rétinol (bien que thgéement une molécule gecaroténe peut
étre convertie en deux molécules de rétinol) etigiguement un tiers des caroténoides est
absorbé par I'intestin d’ou le chiffre de un sixeup-carotene ingéré qui est métabolisé en
rétinol dans I'équation précédente (FAO/WHO, 1967/s agrumes et surtout les petits
agrumes produits en Corse sont richeg-enyptoxanthine. Ainsi, les clémentines produites
en Corse ont une valeur provitamine A de #6109 ug RE par litre (DHUIQUE-MAYERt
al., 2005).

Les caroténoides sont aussi des antioxydants (GARKREal, 2000 ; SANCHEZ-
MORENO et al, 2003). C’est grace a cette propriété que les@aoides sont impliqués dans
la prévention de certains cancers et des maladiediovasculaires (KRINSKY, 1993 ;
YANO, 1999 ; MAYNE, 2003). En effet, les caroténe$dorotegent les structures biologiques
des attaques dues aux especes réactives de I'axyganfonction antioxydante la mieux
établie est la capacité & atténuer I'oxygéne setd@h, qui est une espéce active de I'oxygéne
susceptible de provoquer des mutations. Cette ifonctonfere aux caroténoides (en
particuliers au lycopene et @ucaroténe) leurs propriétés anticarcinogénes @natdgenes.
Les études concernant les composés biologiquentfg des jus d’agrumes montrent que le
potentiel antioxydant est d0 a trois catégoriesataposés : la vitamine C, les flavonoides et
les caroténoides (GARDNE® al, 2000 ; SANCHEZ-MORENGet al, 2003). Les jus sur
lesquels sont réalisés ces études sont surtouudgasoranges et plus rarement des jus de
pomelos. La vitamine C est le constituant qui dbot le plus a I'activité antioxydante suivie
des flavanones puis des caroténoides. Pour GARDRERI. (2000), la vitamine C est
responsable de 65 a 100% du potentiel antioxydanjusl d’oranges. Les caroténoides y
contribuent faiblement. Cependant, ces résultats &aelativiser sachant que la contribution
au pouvoir antioxydant dépend aussi des concemsatides composés. Or pour les
caroténoides, les concentrations sont fortemess kéix variétés d’agrumes et aussi a la zone
géographique de culture. De plus, nous savonsegiprbcédés utilisés pour I'obtention des
jus commerciaux abaissent les teneurs en caroEmoinfin, les caroténoides et en
particulier les xantophylles lutéine et zéaxanthsomt des molécules importantes pour la
vision et la prévention de la dégénérescence detaula (région de la rétine) due a I'age. La

pulpe des oranges et des petits agrumes contigmietx composeés.
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Des études supplémentaires sont nécessaires preumdeer les teneurs en caroténoides
des fruits frais des différentes variétés d’agrurpesduites dans une zone géographique
donnée afin de pouvoir déterminer les qualitésitmrnelles de ces fruits. Ces travaux sont
aussi nécessaires pour étudier lI'importance duefacgénétique sur la composition en
caroténoides des fruits d'agrumes. Ces informatipesmettront de mieux orienter les

programmes de création variétale.
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[.2. ETAT DES LIEUX DES CONNAISSANCES

1.2.1. Diversité génétigue des agrumes cultivés

Division . Embryophyla
SOUS-QIVISION ....evvvieriiieressenceesissssssesrarossesnesensssesesssesssasssssussses Angiospermae
Classe Creseetebtetete sassa st snes st sesesaas sreaast en Dicotyledoneae
Sous-classe Archichlomydeze
Ordre ... Géraniales (autres ordres : Rosales, Sapindales)
Sous-ordre ............ Geraniineae (5 autres sous-ordres)
Famille Rutaceae (11 autres familles)
Sous-famille . Aurantioideae (6 autres sous-familles)
AURANTlIOIDEAE
. ]
TS veceeverrcereneerersessanaeenne Clauseneae Citreae
Micromelinae  Clauseniae ~ Merrilliinae  Triphasilinae Citrinae Balsamocitrinae
Groupes 4 . A fruits A fruits  Agrumes
primitifs  proches  vrais
des
agrumes
Genres : Micromelum Glycosmis Memlhn Wenzelia Severinia Citropsis Fortunella Swingle
Clausena Monaathocifrus Pleiospermum Atalantia Eremocitrus Aegle
Murraya Oxanthera Burkillanthus Poncirus Afraegle
) Merope Limnocitrus Clymenia  Aeglopsis
Triphasia Hesperethusa Microcitrus  Balsamocitrus
Pamburus Citrus Feronia
Luvunga () Feroniella
Paramignia

(1) - Fortunella, Poncirus, Citrqs = agrumes proprement dits.

Figure 2. Taxonomie de la sous-famille daarantioideaed’apres SWINGLE et REECE
(1967).

Les agrumes appartiennent a la famille BRetaceaga la sous-famille de&urantioideae
et a la tribu de€itreae (Figure 2, d'aprés SWINGLE et REECE, 1967). Lasstamille des
Aurantioideaeest caractérisée par une fructification partigelid.a cavité ovarienne du fruit
issu du développement d’'un seul ovaire est cloiéeren loges qui contiennent des vésicules
a jus. Ces loges sont contenues dans le mésocargstgecouvert d’'un épiderme riche en
glandes a huiles essentielles (voir Figure 3).fégsns sont polyembryonnés : ils contiennent
plusieurs embryons somatiques et un embryon zyg®{@LLITRAULT et al, 2000).

Le terme agrume désigne trois genres botaniquesebement compatiblesCitrus,
Fortunella et Poncirus Le genreFortunella désigne les kumquats et ne comprend que 2 a 7
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especes selon les auteurs. Le geRomcirus correspond a une seule espéece a feuilles
caduques trifoliées produisant des fruits non cdilrles. Cette espéece est souvent utilisée
comme porte-greffe. Selon SWINGLE et REECE (196¥genreCitrus désigne 16 espéces
dont 8 sont cultivées Citrus sinensigL.) Obs. (oranger)Citrus aurantiumL. (bigaradier),
Citrus reticulata Blanco (mandarinier)Citrus paradisi Macf. (pomelo), Citrus maxima
(Burm.) (pamplemoussier)Citrus limon (L.) Burm. (citronnier), Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle (limettier), eCitrus medical. (cédratier). En revanche, selon TANAKA
(1977), le genreCitrus comprend 162 especes. Les classifications de $avetgde Tanaka
différent donc. L’'exemple des mandarines met emtacas différences. D’aprés Swingle,
toutes les mandarines (a p@rtindicaet C. tachibana appartiennent a une méme esp€ce
reticulata D’apres Tanaka, les mandarines appartiennent se¢dion Acrumenet sont
réparties en 36 espéces. La classification desvagiest donc complexe. Cette complexité
est due a plusieurs facteurs : la diversité mouaique des arbres, la diversité pomologique
et organoleptique des fruits (voir Figure 4.), fieat feuilles, la compatibilité sexuelle au sein
du genreCitrus et la polyembryonie. Dans ces conditions, le titades taxonomistes, fondé
sur I'étude des caractéres morphologiques, estitéffce qui explique les divergences de

classifications. Dans la suite du document, nolliserons la classification de Tanaka.

La structure chromosomique est commune avec n far@nwosomes (KRUG, 1943 ;
STACE et al, 1993) et les agrumes et les genres apparentésnsgoritairement diploides.
Seuls quelques polyploides naturels ont été idéstdfommeCitrus latifolia Tan. (var. lime
de Tahiti) (OLLITRAULT et al, 2000). Les tétraploides seraient des autotéiiggso
provenant du doublement spontané des chromosoradissigs nucellaires (ESEN et SOOST,
1973). Les tétraploides sont caractérisés par e fpible vigueur ce qui constitue un
désavantage sélectif. Les triploides proviendraidiftybridations entre diploides et
tétraploides et entre diploides. Dans ce dernisf ua des gameétes est non réduit. Les

triploides sont souvent stériles.
Les analyses des génomes nucléaires, chloroplastiuplus récemment mitochondriaux

permettent de mieux comprendre [I'histoire de I'étioin des agrumes et d’établir les

relations phylogénétiques entre les espéces de gétnus.
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La taxonomie numérique et les marqueurs biochinsigetemoléculaires ont apporté de
nombreuses informations sur I'histoire de I'évadatides agrumes cultivés et les relations
phylogénétiques entre les espéces d’agrumes dtlasiggenres apparentés. La connaissance
de la structuration de la diversité génétique dgaraes est particulierement importante dans
le cadre de la gestion des ressources génétigad%tdde des déterminants génétiques des
caractéres participant a la qualité et dans leomaisment des programmes de création
variétale. Les études utilisant la taxonomie nuqu&i basée sur des descripteurs
morphologiques (BARRET et RHODES, 1976 ; OLLITRAULEt al, 1992c) et celles
utilisant des marqueurs biochimiques comme lesyises ou des marqueurs moléculaires
comme les RFLPRestriction Fragment Length Polymorphiset les SSRSimple Sequence
Repeat suggerent toutes I'existence de trois taxons deeb Citrus reticulata (les
mandariniers),Citrus medica (les cédratiers) eCitrus maxima (les pamplemoussiers)
(HERREROet al, 1996 ; HERRERGet al, 1997 ; FEDERICEt al, 1998 ; NICOLOSIet
al., 2000 ; OLLITRAULT et al, 2000 ). Ces structurations concordantes indiquentiux
limité de genes entre les trois taxons de basdlifférenciation de ces trois taxons de base
serait due a un processus de fondation dans tomeszgéographiques et a une évolution
allopatriqgue. En effet, les mandariniers se setaifversifiés dans une zone couvrant le
Vietnam, le sud de la Chine et le Japon, les ciglsase seraient diversifiés dans le nord-est
de I'lnde, et dans les régions voisines de la Birmaet de la Chine tandis que les
pamplemoussiers seraient originaires de I'archpahis et de I'Indonésie. Les autres especes
cultivées d’agrumes (que nous appellerons espémeandaires) dériveraient de ces trois
taxons de base par des événements de recombirgggage intervenus plus tard entre ces
especes de base mises en contact grace aux échemmgeserciaux et aux migrations

humaines.

FEDERICI et al. (1998) ont étudiés les relations phylogénétiquetsee88 accessions
représentant 45 especes du gediteus et des genres apparentés en utilisant des masjueur
RFLP et RAPD Randomly Amplified Polymorphic DN£andis que NICOLOS¢#t al. (2000)
ont utilisé des marqueurs RAPD, SCAR (Sequencedctenized Amplified Region) et des
marqueurs chloroplastiques pour analyser les oglatphylogénétiques entre 36 accessions
appartenant au genf@itrus et une accession pour chacun des 4 genres apgmrétus

récemment 24 marqueurs SSR ont été analysés sac8é6sions de la collection @érus et
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genres apparentés de I'Université de Californie RBAEY et al, 2006). Ces travaux
permettent de reconstituer I'histoire des huit especultivées d’agrumes et de déterminer les

relations entre ces especes.

Les donnés sont convergentes. D’aprés différentsusal (HERREROet al, 1996 ;
FEDERICl,et al, 1998 ; OLLITRAULTet al, 1999 ; NICOLOSEt al, 2000 ; LURCet al,
2001 ; BARKLEY et al, 2006), les oranger<( sinensik et les bigaradiersC( aurantiun)
sont proches des mandariniers mais ont introgréeséragments du génome nucléaire des
pamplemoussiersC( maxima. L'utilisation de marqueurs chloroplastiques antné que le
pamplemoussier est intervenu comme parent fem@REENet al, 1996 ; NICOLOSEt al,
2000). Les pomelosC( paradis) sont proches des pamplemoussiers et posseddainser
alléles du groupe des mandariniers / orangersatadtiers. lls seraient issus d’'une hybridation
entre pamplemoussiers et orangers introduits densdraibes (OLLITRAULEt al, 2000).
Les travaux de ces auteurs confirment égalementeguelémentiniers@. clementina sont

des hybrides entre des mandariniers et des orangers

Les limettiers et citronniers seraient apparentéscgdratiers. D’apres les études basées
sur des caractéristiques morphologiques, les citeos seraient des hybrides entre des
cédratiers et des limettiers (SWINGLE, 1943 ; MALéKal, 1974) ou des trihybrides entre
cédratiers, pamplemoussiers, et une espéeddid®citrus (BARRETT et RHODES, 1976).
D’aprés d’autres auteurs, les bigaradiers seraiessi parents des citronniers (TORR&S
al., 1978 ; HIRAI et KOZAKI, 1981). D’apres NICOLOSdt al (2000) qui ont intégré les
données issues des marqueurs nucléaires et cldstigples, les citronniers sont des hybrides
entre des cédratiers et des bigaradiers. Le cieoMolkameriana. limoniaOsbeck) serait
un hybride plus complexe entre cédratier, bigaraéte mandarinier. La lime douce de
Palestine €. limettioidesTan.) aurait pour parent male un cédratier et pawent femelle un
oranger. La lime RangpuiC( limonia Osbeck) serait un hybride entre un cédratier et un
mandarinier. Enfin, la lime mexicain&ifrus latifolia Tan.) aurait pour parent male un

cédratier et pour parent femelle micrantha

Pour les trois taxons de base qui présentent de®té& monoembryonnées, la
diversification intraspécifique est due a la foisl€s recombinaisons liées a la reproduction
séxuée et a des phénomenes de mutation. Pour désesssecondaires, la diversification

intraspécifique est due a des phénomeénes de mut&as résultats ont été mis en évidence
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par des analyses utilisant par exemple les isozyhdss marqueurs SSR sur les orangers
(Citrus sinensis les bigaradiersQitrus aurantiunm, et les pomelosQijtrus paradis). Ces
analyses ont révélé une hétérozygotie modérée chksz espéces et une absence de
polymorphisme intervariétal (HERRER#D al, 1996).

D’aprés les études isoenzymatiques et les étudésculaires, les cédratiers présentent
une diversité allélique trés faible due a une ftxwenozygotie et a un faible polymorphisme
entre les cultivars (FEDERICI efal., 1998 ; OLLITRAULT et al, 2000). Les
pamplemoussiers et les mandariniers présentengramele diversité allélique due a un fort
polymorphisme intervariétal (OLLITRAULTEt al, 2000). La diversité intercultivar montre
gue la sexualité, probablement favorisée par lagamiryonie a joué un réle important dans
la diversification,intraspécifique de ces deux espge Les citronniers et limettiers sont tres
hétérozygotes et le polymorphisme intervariétal fagile chez les citronniers mais plus
important chez les limettiers (OLLITRAULEt al, 2000). Pour les espéces secondaires
comme les orangers, bigaradiers, pomelos et cigonil existe une distorsion entre la
diversité génétique intervariétale révelée pamesqueurs biochimiques et moléculaires et la
diversité morphologique et phénologique (voir Faut.). Cette distorsion intervariétale
s’explique par un processus de sélection clonal@ame sur des mutations somatiques
identifiées au verger (OLLITRAULEt al, 2000).

|.2.2. Les caroténoides chez les plantes supériesiret les agrumes

1.2.2.1......Localisation,.role

Les caroténoides sont synthétisés par les plantpérisures et certaines algues et
bactéries dans des plastes. Dans les tissus phttétigues, les caroténoides sont synthétisés
et stockés dans les chloroplastes tandis que denéldurs et les fruits les caroténoides
produits s’accumulent dans les chromoplastes.

Dans les chloroplastes, les caroténoides sontiéssaax chlorophylles pour former des
complexes chlorophylles / caroténoides / protémeniveau des membranes des thylakoides.
Dans les photosystemes, les caroténoiflesaiotene, lutéine, violaxanthine et néoxanthine
principalement) ont deux réles essentiels : ilejgwn réle important dans la photosynthése
et ils protegent les antennes chlorophylliennesptiénomenes de photooxydation dus a I'état
excité de la chlorophylle (DEMMING-ADAMSet al, 1996). Les caroténoides (dont le
spectre d’absorption est 450 - 570 nm) collect&ntergie lumineuse et la transferent aux

chlorophylles qui passent alors a un état excitdsiAune plus large bande du spectre solaire
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A Chromoplaste de mangue avec globules , en
cours de maturation, vu au microscope
électronique. pg, plastoglobules; fléches,
platoglobules en formation; pb, corps prolamellaire;
I, corps lipidiqgue; m, mitochondries; v, vacuole
(VASQUEZ-CAICEDO et al., 2006).

B Chromoplaste de carotte avec cristaux  vu au
microscope électronique. pg, petits plastoglobules;
étoiles, - cristaux; |, corps lipidique; m,
mitochondries; w, membrane plasmique
(VASQUEZ-CAICEDO et al., 2006).

C Chloroplaste de flavedo de kumquat, dans les
premiers stades de développement du fruit, vu au
microscope électronique. G, thylakoides des
granums; m, membranes; pg, plastoglobules
(HUYSKENS et al., 1985).

D Chromoplaste de flavedo de kumquat
avec globules, fruit mdr, vu au microscope
électronique. Prolifération de plastoglobules
entourés d’'une membrane (m) (HUYSKENS et
al., 1985).

Figure 5. Comparaison des chromoplastes de la mandgaedifera indicg, de la carotte
(Daucus Carotaet du kumquatRortunella margarita.
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peut étre utilisée pour la photosynthése gracecamsténoides et aux différentes formes de
chlorophylles. Toute seule, la chlorophylle a neteeit qu'une faible partie de I'énergie
lumineuse (spectre d’'absorption dans le rouge). da@sténoides jouent aussi le rble de
photoprotecteurs en atténuant I'état excité dehlarophylle et en évitant ainsi la formation
de I'oxygéne singuletO,. lls permettent aux plantes de s’adapter & desaniv de lumiére
variables en évitant les dégradations dues auxnregroents excessifs (MULLERt al,
2001 ; Roberet al, 2004). Chez les plantes, la violaxanthine jouadla essentiel dans la
dissipation de I'énergie au niveau des antennexrapihylliennes (DEMMING-ADAMSet

al., 1996).

Les chromoplastes des fleurs et des fruits qui st structures spécialisées dans
'accumulation massive des caroténoides présetentformes variées. Dans les premiers
stades de développement des fruits, les caroténesime présents dans les chloroplastes. Au
cours de la maturation, les chloroplastes se @ifféient en chromoplastes avec la dégradation
des membranes des thylakoides et le développeneersgtrdctures ou s’accumulent les
pigments (CAMARA et BRANGEON, 1981 ; HUYSKENS al., 1985) (voir Figure 5). Les
modifications de structures s’accompagnent de araegts au niveau biochimique avec la
dégradation des chlorophylles et 'accumulation ce®ténoides et de protéines spécifiques
des chromoplastes (CAMARA ET BRANGEON, 1981; CHEBNet al, 1993;
VISHNEVETSKY et al, 1999). Les chromoplastes des fruits mirs peudeatde différents
types : avec globules, avec tubules, avec rétishldes, avec membranes, avec cristaux
(SITTE et al, 1980) (Figure 5. A, B et D). La structure desochoplastes influence les
propriétés physiques des caroténoides ainsi qudiedisponibilité. Ainsi, les chromoplastes
de la tomate L(ycopersicon esculentynet de la carotteDaucus carotyq présentent des
structures cristallines dans lesquelles sont stodes caroténoides (carotenes et lycopéne)
principalement avec une configuratitnans qui est la configuration la plus stable (FREY-
WYSSLING et SCHWEGLER, 1965 ; HARRIS et SPURR, 106%es résultats suggéerent
que les structures cristallines des chromoplaste®risent les configurationtrans A
l'inverse, les chromoplastes de la mangue contignme grand nombre de plastoglobules ce
qui est associé a des teneurs importantesiep-carotene (VASQUEZ-CAICEDOgt al,
2006). La transformation des chloroplastes en chpdastes qui intervient au cours de la
maturation des fruits s’accompagne aussi d’un obaengt dans les profils en caroténoides
avec souvent une accumulation massive de xanthleghyDans les chromoplastes, les
xanthophylles sont souvent estérifiées ce qui anggnkeur caractere hydrophobe et facilite
leur stockage. Chez les agrumes, au cours de laratiah du fruit, les chloroplastes du

flavédo sont transformés en chromoplastes aveédaadation des thylakoides des granums

29



NS NS NS X
Phytoéne
A A A NN AN
Phytofluéne
A A NP YN AN
{-Caroténe
AN AN XX AN AN
Neurosporéne
X NV Y YN YaS AN AN
Lycopéene
N e YN A N
o-Carotene

ij\\\\\\ x \\Q

a-Caroténe
N A Y
y-Caroténe
ij\\ PN x x
B-Carotene

A Principaux caroténes

OH
o
HO

Lutéine

/Iij\\\\\\ x \\Q

Ho B-Cryptoxanthine
OH
/\/K/\/K/\/Y\/Y\j@/
HO Zéaxanthine

OH
~,
X A \\Q
(]
HO'

Anthéraxanthine

OH
N, O,
AN YN A \3;2/
(o}

HO Violaxanthine

OH
MY\/Y@
/i/vgo” Néoxanthine

B Principales xanthophylles

HO

Capsorubine

S YN CO,CHs
HOZC/\)\/\)\/\/\(W\/

Bixine
N X NN CO,CHg
HOZC)\/\)\/\/YW
Crocétine
N NN N -CHO
HO Citraurine

C caroténoides spécifiques

Figure 6. Structure des caroténoides. La capsanthine etplsonasbine sont caractéristiques
du poivron Capsicum annuujn la bixine est caractéristique du rocdix@ orellang, la
crocétine du safrarCfocus sativupset la citraurine des agrumes.




Introduction, Etat des Lieux des connaissances

et 'accumulation des plastoglobules (HUYSKENS al, 1985) (Figure 5. C et D). La
destruction des thylakoides et de la chlorophytitervient avant 'augmentation de la
synthése des caroténoides. Les profils en caratémaihangent au cours de la maturation.
Les chromoplastes du flavedo des kumquBtst(inella margarita concentrent de grandes
quantités de violaxanthine et feryptoxanthine. lls contiennent aussi de la ciiraiqui est

un apocarotenal synthétisé uniquement chez lesragret qui est caractéristique de la peau
de ces derniers (HUYSKENS al, 1985). Chez le kumquat la pulpe du fruit contimssi ce
composeé. Les structurent ou se concentrent leséraniales jouent un réle important dans leur

accumulation.

Dans le cas des fleurs et des fruits, la princifabetion des caroténoides est d’attirer les
insectes pollinisateurs et les animaux responsabiesla dissémination des graines
(BARTLEY et SCOLNIK, 1995). Il faut aussi noter gues caroténoides sont des
antioxydants et qu'ils protégent ainsi les plamtes phénoménes d’oxydation dus aux espéces
réactives de lI'oxygéne. De plus, la chaine de bitt®se des caroténoides conduit a la
formation de I'acide abscissique, hormone de doomales graines et qui joue aussi un réle

important dans les mécanismes de régulation lggEé&ents stress.

Les propriétés physico-chimiques des caroténoidess menseignent sur le rble qu’ils
jouent chez les plantes et les animaux. Ces caaraiss sont aussi nécessaires pour réaliser
les différentes étapes de I'analyse des carotésoide

Les caroténoides sont des tétraterpenes (40 amenesrbone) qui possedent un systéme
de doubles liaisons conjuguées ce qui conditiome propriétés physico-chimiques. Les
caroténoides sont classés en deux catégoriesaretenes (lycopén@;caroténe, etc.) qui ne
comportent que des atomes de carbone et d’hydragdas xanthophylleg{cryptoxanthine,
violaxanthine, etc.) qui contiennent au moins uougement hydroxyle (Figure 6.). Certains
caroténoides présentent des cycles. Enfin, il@asgssi des caroténoides qui ont moins de 40
atomes et qui sont appelés apocaroténoides (VAN BERG et al, 2000). La plupart du
temps, les caroténoides sont désignés par des tnwmasix qui ne correspondent pas a la
nomenclature systématique. Les doubles liaisonsgmélavoir deux configurationscis ou
trans (ou Z/E). Il existe ainsi de nombreux stéréois@aehez les plantes, les caroténoides
s'accumulent souvent sous leur formeans (CHANDLER et SCHWARTZ, 1987).
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Cependant, il existe des exceptions comme la maggiueontient une grande quantitéds
B-carotene (VASQUEZ-CAICEDCet al, 2006). Les caroténoides sont solubles dans les
solvants apolaires. Les caroténes se dissolveiterfant dans I'hexane, I'éther de pétrole et
le toluene tandis que pour les xanthophylles, ébégasits utilisés sont I'éthanol et le méthanol
(BRITTON et al, 1995). Les xanthophylles des plantes sont sdusstérifiées ce qui les
rend encore plus hydrophobes. Ces propriétés sasgspen compte dans les méthodes

d’extraction des caroténoides.
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Figure 7. Spectres d’absorption dans I'UV et le visible daténoides. Effets des
changements structuraux, (A) variation du nombrdalébles liaisons conjuguées, (B)
cyclisation, (C) hydroxylation et (D) époxydatiolaprés MINGUEZ-MOSQUER/Aet al.
(2002).

La propriété physique la plus remarquable est sanse que les caroténoides sont des
chromophores : ils absorbent dans 'UV et le visigrtace au systeme de doubles liaisons
conjuguées qui crée un nuage électronique délécalimivant entrer en résonance ave le
rayonnement incident. Cette propriété est respdashbla couleur attractive des caroténoides
(Jaune, orange ou rouge), de la capacité des ceniakes a collecter I'énergie lumineuse, des
spectres d’absorption des caroténoides qui soatigaistiques des differentes molécules et
qui servent de base a leur identification et a tuantification (BRITTONet al, 1995). Les
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caroténoides ont une couleur perceptible lorsqdssédent au moins 7 doubles liaisons
conjuguées (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). La plupart desroténoides absorbent I'énergie
de photons a trois longueurs d’ondes ; les spedtedsorption des caroténoides comportent
ainsi trois pics (voir Figure 7.). Plus le nombm dbubles liaisons conjuguées est grand et
plus les longueurs d’ondes d’absorption sont grandsi, le lycopéne qui possede le plus
grand nombre de doubles liaisons conjuguées (11pege et son spectre comporte trois pics
a 444, 470 et 502 nm. La cyclisation des carot@so@htraine une diminution des longueurs
d’'ondes absorbées, une diminution de I'absorbahcee diminution de la structure fine du
spectre (les pics sont moins bien définis) carlestrons des doubles liaisons des cycles ne
sont plus dans le méme plan que ceux de la chambermee. Ainsi, |§-caroténe bicyclique
qui posséde le méme nombre de doubles liaisonsigoégs que le lycopene a une couleur
orange et absorbe a 425 (pic mal défini), 450 &t (RODRIGUEZ-AMAYA, 1999). Une
isomeérisation cis d’'une double liaison entraine une faible diminatide couleur et
I'apparition d’'un pic supplémentaire prés de laisdgdes UV dans le spectre d’absorption.
L’intensité de ce pic est d’autant plus grande lqudouble liaisortis est prés du centre de la
molécule. Les spectres d’absorption des carotéaaidpendent aussi du solvant utilisé pour
dissoudre les molécules. Il existe des tableauxaiainles longueurs d’ondes des spectres
d’absorption et les coefficients d’extinction moéades caroténoides dans différents solvants
(BRITTON et al, 1995). En effet, en solution, les caroténoideisesnt la loi de Beer-
Lambert : I'absorbance de la solution est proport@le a la concentration des espéces
dissoutes dans cette solution et a la longueurajiet optique.

Loi de Beer-LambertA; = ¢, | C

A, est I'absorbance a la longueur d’onde

&, est le coefficient d’extinction molaire (en ritdl.cm?), les tableaux donnent souvent le
coefficient d’absorption A qui correspond a I'aldsamce d’une espece a une solution a 1% &
une longueur d’ondk et avec un trajet optique de 1 cm ;

| est la longueur du trajet optique en cm ;
C est la concentration de I'espéce absorbante ().

Cette propriété est utilisée pour quantifier lesotémoides purifiés en solutions qui
servent d’étalon. Enfin les propriétés chromatogigyes des caroténoides dépendent aussi
du nombre de doubles liaisons conjuguées, de lsepoé de cycles ou de groupement
hydroxyle. Ainsi, les temps de rétention des corapa@pportent une premiéere information sur

leur structure mais ne permettent pas leur ideation.
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En ce qui concerne les propriétés chimiques, legté@aoides insaturés réagissent avec les
composeés électrophiles comme les especes réaded®xygene (superoxyde, oxygene
singulet, peroxyde d’hydrogene, radical hydroxii§.peuvent aussi subir des isomérisations.
La chaleur, la lumiére et la présence d’'acides guaent I'isomérisation des formésans
(configuration la plus répandue chez les végétamxjormecis ce qui a pour conséquence
une diminution de la couleur et de la valeur pawine A. L’oxydation est la cause
principale de dégradation des caroténoides. Hiltaeditée par la disponibilité en oxygene, la
présence de lumiére, de certaines enzymes, deénsemigtaux et la peroxydation des lipides
qui conduit a la formation d’hydroperoxydes inseablPlusieurs travaux se sont intéressés a
I'oxydation dup-carotene par I'oxygene singulet, le peroxyde dibgéne et autres espéces
réactives de I'oxygene (KENNEDY et LIEBLER, 199YAMAUCHI et al, 1993 ; BANDO
et al, 2004). D’apres STRATTONt al (1993), lep-caroténe-5, 8-endoperoxyde est un des
produits de lI'oxydation du3-caroténe par I'oxygéne singulé®,. Ces réactions sont &
I'origine du role antioxydant des caroténoides meliles peuvent aussi se produire a toutes
les étapes de l'analyse des caroténoides. Cessapahgcessitent ainsi des précautions
particuliéres pour certifier la validité des réatsdtobtenus. L'oxydation peut entrainer la perte

de la couleur et du role biologigque des carotérmide

1.2.2.3.1. Développement des fruits et maturation

La structure remarquable des fruits caractérissolas-famille deAurantioideae(voir
Figure 3). L’écorce ou péricarpe est formée deida&pe, partie colorée aussi appelée
flavédo, et du mésocarpe blanchéatre appelé aldégdlflavédo contient des glandes a huile
essentielle. L'endocarpe est constitué de sacssagumtenus dans une mince membrane

(septa) séparant I'endocarpe en segments ou gqgartie

D’apres BAIN (1958), le développement de l'orangelévicia (de I'anthése a la
maturation) comporte trois stades (voir Figure I18). stade | correspond a la période de
division cellulaire avec la mise en place des d#ifés tissus du fruit. Le stade Il est
caractérisé par une période de grossissementaigdlidvec un développement rapide de la
pulpe. La respiration du fruit (mesurée en mg de G& fruit) augmente durant cette phase.
A la fin du stade I, le fruit commence a se colodee stade lll, avec un grossissement
cellulaire qui continue mais moins rapidement gwsgade Il, correspond a la maturation. La

maturation s'accompagne de modifications métabelqudans la pulpe, les solides dissous
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(principalement les sucres) augmentent forteméatidité titrable diminue principalement a
cause de la diminution de la concentration en acitigjue (ALBERTINI et al, 2006), les
caroténoides s’accumulent dans les chromoplasteffadédo et des sacs a jus. Ainsi, les
principaux indicateurs de la maturité des fruitatsde pourcentage de jus, I'acidité titrable,
le degré Brix (pourcentage de solides dissous)imdelx de maturité (SANSON, 1986;
DAVIES and ALBRIGO, 1994). Les compositions en ¢amnwides de la pulpe des fruits
varient au cours du développement de facon queBtat quantitative. Dans les premiers
stades de développement (stade | et II), la pulsefidiits est pauvre en caroténoides (KATO
et al, 2004). La lutéine, caroténoide abondant dansHksoplastes, est souvent présente en
plus grande quantité dans les premiers stades\ddog@ement (stades | et Il) que dans les
fruits mares (Stade 1ll) (LEE et CASTLE, 2001 ; K@'et al, 2004). Cependant aux stades |
et Il, les teneurs en pigment sont faibles et Bvérse de ce qui se passe dans la peau des
fruits il 'y a pas de réelle inversion dans latbg@se avec un passage de la synthesg,des
xanthophylles (lutéine) a la synthése @gsxanthophylles [f-cryptoxanthine, zéaxanthine et
violaxanthine) (KATOet al, 2004 ; RODRIGCet al, 2004).

Nous devons noter que les agrumes sont des froitimactériques. Les modifications
biochimiques qui interviennent au cours de la naion chez la tomate, fruit climactérique et
servant de modele pour les études sur le dévelogmtesh la maturation des fruits, sont liées a
'augmentation de la respiration et des quantitéthgllene. A l'inverse, chez les agrumes, la
respiration diminue au cours de la derniere phasedéveloppement et les quantités
d’éthyléne varient peu (GOLDSCHMID#t al, 1993). Dans ce travail nous nous sommes
plus particulierement intéressés a cette dernigéasgde maturation des fruits qui correspond

a I'accumulation massive des caroténoides dangljep

1.2.2.3.2. Compositions en caroténoides dans laepdés fruits

Les caroténoides s’accumulent dans les chromoplatiteflavédo et aussi dans les
chromoplastes des sacs a jus. La peau et la pelpéruits ont des compositions complexes
en caroténoides. Certains auteurs ont isolé jus4Q’acomposés dans les jus d’oranges
(ROUSEFFet al, 1996). La complexité des profils en caroténoigeésence de nombreux
isoméres d’un méme caroténoide) rend l'identifaratdes caroténoides de la peau et de la
pulpe des agrumes difficile. De plus les composgi@n caroténoides de la peau et de la
pulpe varient en fonction des conditions environeetales, des pratiques culturales, de
'espece et de la variété et du stade de matueséfrits. Ainsi, la comparaison des profiles

chromatographiques en caroténoides relevés dahibliagraphie est difficile. Il faut par
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Tableau 1.Composition en caroténoides des agrumes (fruéleygs a maturité

commerciale).

Nombre de Concentration en

Génotype  Origine Procéde de caroténoides caroténoides totaux Principaux caroténoides Références
géographique transformation o 1a
isolés mg.L
C.sinensis cv fruits pressés, cis-violaxanthine 16,1%
Eérl old ’ Etats-Unis presse-agrumes 25 b anthéraxanthine 10,9%, lutéine LEE et al, 2001
Yo ménager 10,4%,B-cryptoxanthine 9,1%
C. sinensis cv. Cara fruits pressés, lycopéne 30%gis-violaxanthine
C;':lra havel ’ Floride presse-agrumes 29 7,7 9,7%,B-cryptoxanthine 6,9%, LEE, 2001
ménager isolutéine 6,7%
. . violaxanthine 4,76 mg:L, p-
. . fruits pressés, - g DHUIQUE-
C. sinenesis, cv. Corse presse?agrumes 8 ) cryptoxanthine 1,50 mg, MAYEF?et al
Salustiana . zéaxanthine 1,20 mg}. lutéine ”
ménager 1 2005
0,60 mg.L
) . violaxanthine 5,90 mg:t,
C. sinenesis, cv. Corse f:;'st:e?;esrﬁfnsés 8 i zéaxanthine 1,51 mg.L-B; M?AHYLéllggtEa;I
Hamlin presse-ag cryptoxanthine 1,35 mgil, lutéine ”
ménager 1 2005
0,86 mg.L
. . violaxanthine 5,83 mg:L,
C. sinenesis, cv. fruits presses, zéaxanthine 1,87 mg.L-§; DHUIQUE-
: Corse presse-agrumes 8 - . k . MAYER et al,
Maltaise ménager cryptoxanthine 1,80 mgi, lutéine 2005
9 0,72 mg.*
. . violaxanthine 5,81 mg:t, p-
C. sinenesis, cv. fruits presses, cryptoxanthine 2,76 mg, DHUIQUE-
. Corse presse-agrumes 8 - ; . R - MAYER et al,
Shamouti ménager zéaxanthine 1,34 mg}. lutéine 2005
9 0,50 mg.L*
. . violaxanthine 6,97 mg:L, p-
C. sinenesis, cv. Corse frr:'st;e?;eiﬁfnsés 8 i cryptoxanthine 3,88 mgl, M%F\:Légggl
Sanguinelli P ménager zéaxanthine 3,61 mg¥ lutéine 2005 ’
9 1,58 mg.L*
. . violaxanthine 4,67 mg:t, p-
. . fruits pressés, - " DHUIQUE-
C. sinenesis, cv. Corse presse-agrumes 8 - cr,yptoxan'thme 3,67 mg.{, . MAYER et al,
Pera P zéaxanthine 2,46 mg¥_lutéine
ménager 1 2005
0,87 mg.L
C. platymamma, cv. . pulpe broyée dans ) ) ) . . KIM et al,
Byungkyool Coree I'azote liquide p-cryptoxanthine 3,2 mg:t 2001
C. erythrosa, cv. . pulpe broyée dans } ) ) . . KIM et al,
Dongjeongkyool Coree I'azote liquide p-cryptoxanthine 4,5 mg:t 2001
C. unshiu, cv. 4 pulpe broyée dans } ) ) : - KIM et al,
Miyagawa Coree I'azote liquide p-cryptoxanthine7,8 mg:t 2001
C. paradisi, cv. . jus reconstitués a N o LEE et
Flame Floride partir de concentrés 2 211 lycopene 78% COATES, 2002
; 5 B-cryptoxanthine 59,6%rans
(S:atus Tﬁ:: cv. Japon pﬂ.lgfo?em“ye& ddeans 9 25-30 violaxanthine 4,7%gis- KATZ%; Af al,
q violaxanthine 4,4%
C. deliciosa. cv fruits pressés, B-cryptoxanthine 10,7 mgl, - DHUIQUE-
Willow leaf T Corse presse-agrumes 8 - caroténe 1,60 mgl, MAYER et al,
ménager violaxanthine 1,39 mg:L 2005
fruits presseés, B-cryptoxanthine 8,63 mgl, DHUIQUE-
C. clementina Corse presse-agrumes 8 - violaxanthine 2,79 mg:L, p- MAYER et al,
ménager caroténe 1,45 mgl 2005
C. limon, cv. pulpe broyée dans . i KATO et al,
Lisbonne Japon l'azote liquide <25 p-cryptoxanthine 0,4 mg:t 2004

2correspond a la somme des concentrations en caid&sPnon précisé’pourcentage par rapport & la somme

des aires des pics
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ailleurs noter que les compositions en caroténoildes la peau et la pulpe des fruits sont
différentes quantitativement et qualitativements keneurs en caroténoides dans la peau sont
supérieures aux teneurs relevées dans la pulpsi, ez I'orange Valenci&{trus sinensip
récoltée a maturité, la concentration en caroté@soidtaux de la peau est environ 5 fois plus
élevée que la concentration en caroténoides tataua pulpe (KATCet al, 2004). La peau
des agrumes contient souvent de la citraurine,t@aoide synthétisé uniquement par les
agrumes, alors que ce composé est rarement isolagpulpe (HUYSKENSt al, 1985).
Dans le paragraphe suivant, nous détaillons legositions en caroténoides des sacs a jus

des fruits.

De nombreux auteurs se sont intéressés aux cardésndes jus d’agrumes souvent afin
de déterminer la valeur nutritionnelle de ces agm{ROUSEFF et RALEY, 1996 ; MOULY
et al, 1999 ; PUPINet al, 1999 ; GOODNERet al, 2001 ; LEE et CASTLE, 2001a ; Lee,
2001b; LEE et COATES, 2002 ; MELENDEZ-MARTINEZt al, 2003 ; CORTESet al,
2004 ; DHUIQUE-MAYER et al, 2005; MELENDEZ-MARTINEZ et al, 2005a;
MELENDEZ-MARTINEZ et al, 2005b). Ces études concernent majoritairementvaiéstés
d’'oranges C. sinensis ou de mandarinesC( unshiy C. deliciosa C. erythrosaou C.
platymamma et plus rarement des variétés de pomel®s paradis). (Tableaux 1 et 2).
L’orange Valencia est la variété la plus étudiéesA la pulpe des oranges est riche en
xanthophylles et en particuliers en violaxanthipweryptoxanthine, lutéine et zéaxanthine (a
part l'orange Cara Cara, mutant naturel d'une osanmavel riche en caroténes et
xanthophylles). Les proportions en ces composésniaen fonction des variétés d’oranges.
Ainsi, d'aprés LEE et CASTLE (2001), la lutéine éstcomposé majoritaire chez I'orange
Budd Blood tandis que la violaxanthine est le gpgatcaroténoide chez les oranges Hamlin
et Earlygold. DHUIQUE-MAYEREet al, (2005) ont analysé les caroténoides dans ledgus
huit variétés d’oranges provenant de la collectienSan Giuliano. La violaxanthine est le
composé majoritaire chez ces variétés (teneurs Kisaspentre 4,65 et 6,97 mg)L La B-
cryptoxanthine est le deuxieme composeé le plus ddoan(teneurs comprises entre 1,35 et
3,88 mg."). Les mandarines contiennent aussi beaucoup deogtrylles et sont surtout
caractérisees par de fortes teneurf-eryptoxanthine (Tableau 1). D’aprés GOODNERal.
(2001), les mandarines et leurs hybrides se dis¢ingdes oranges par des teneurs plus
élevées en ce composé. De méme, DHUIQUE-MAY&Ral, (2005) ont mesuré une
concentration de 10,70 + 0.45 md.ken B-cryptoxanthine dans la pulpe de la mandarine
méditerranéenneCftrus deliciosaTen.). KIM et al. (2001) ont analysé les teneurs [&n
cryptoxanthine dans la pulpe de trois variétés d@adarines. Les concentrations varient de

3,2 & 7,8 mg L en fonction du cultivar. A l'inverse, les pomelns contiennent que des
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caroténes (phytoene, phytofluene, lycopéne3-earoténe). En effet, les deux principaux
caroténoides des pomelos sont le lycopéne ftcarotene (LEE et COATES, 2002). Les
concentrations en ces composeés varient en fondgola variété. Chez certaines variétés, la
concentration en lycopéne représente 80% de laeotration en caroténoides totaux (LEE et
COATES, 2002). Ainsi, les variabilités intraspégifes et surtout interspécifiqgues sont trés
marquées en ce qui concerne les compositions estéoaides de la pulpe des fruits.
Cependant, peu d’auteurs ont étudié ces variatlors études portent généralement sur une
ou plusieurs variétés d'une méme espece. Seuls K&HED(2004), a notre connaissance, ont
analysé les teneurs en caroténoides des fruitsrtappat a trois especes différentes
d’agrumes. D’aprés ces auteurs, la pulpe de la arare SatsumaQjtrus unshiuMarc.) est
riche enp-cryptoxanthine, celle de I'orange Valenci@itfus sinensisOsb.) est riche en
violaxanthine et en isomeres de la violaxanthimegarticulier la Seis-violaxanthine) tandis
gue la pulpe du citron de Lisbonn@itfus limonBurm. f.) est trés pauvre en caroténoides.
Ainsi, nous manquons d’informations sur la varigéitles compositions en caroténoides chez
les agrumes cultivés et sur la nature des varigiioina et interspécifiques. Ces connaissances
sont nécessaires pour la détermination de la @ualitritionnelle des différentes especes
d’agrumes cultivées. De plus une caractérisation ndebreuses espéeces et variétés
d’agrumes, tous les autres facteurs de variatidast éninimisés par ailleurs, constitue la
premiere étape pour I'analyse des déterminantstigéieé des compositions en caroténoides

des agrumes.
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Tableau 2.Composition en caroténoides des oranges Valeinuits (prélevés a maturité

commerciale).

- . Nombre de Concentration en
. Origine Procédé de P P . o fex
Génotype géographique  transformation carpter]mdes carotenmd_is totaux Principaux caroténoides Références
isolés mg.L
. . cis-violaxanthine 22,4%
C. SINensis Espagne jus pasteurisés 17 21,1 isolutéine+zéaxanthine 20,6%s, MOULY etal,
cv. Valencia . 1999
cryptoxanthine 10,0%
. . isolutéine+zéaxanthine 12,2%,
c. SINENsIS Israél jus pasteurisés 17 13,9 cryptoxanthine 12,7%gis- MOULY et al,
cv. Valencia . - 1999
violaxanthine 1,6%
. . isolutéine+zéaxanthine 33,5%s
C. sinensis Bélize jus pasteurisés 17 4,8 violaxanthine 18,698;cryptoxanthine MOULY etal,
cv. Valencia 6.7% 1999
. . isolutéine+zéaxanthine 21,1%s,
C. sinensis Floride jus pasteurisés 17 8,2 cryptoxanthine 15,5%gis- MOULY etal,
cv. Valencia . - 1999
violaxanthine 11,1%
. . isolutéine+zéaxanthine 25,3%s
C. Sinensis Cuba jus pasteurisés 17 6,5 violaxanthine16,5%3-cryptoxanthine MOULY etal,
cv. Valencia 1999
11,3%
C. sinensis ius d'oranaes lutéine+zéaxanthine 36%, 5,6- MELENDEZ-
C\} Valencia Espagne Jcommercigux 9 -C époxylutéine 16%, anthéraxanthine MARTINEZ et al,
' 14%, B-cryptoxanthine 12% 2003
C. sinensis pulpe broyée dans B transviolaxanthine<is-violaxanthine
cv. Valencia Japon l'azote liquide 9 15-20 65,4%,B-cryptoxanthine 15,1% KATO etal, 2004
C. sinensis - jus d'oranges lutéine 23% B-cryptoxanthine 21%, GAMA et SYLOS,
. Brésil . 16 12 . .
cv. Valencia commerciaux zéaxanthine 20% 2005

orrespond a la somme des concentrations en cafd&sPpourcentage par rapport a la somme des aires

des pics‘non précisé.

Comme nous l'avons déja mentionné, la compositioaroténoides des agrumes peut

étre influencée par des facteurs exogenes commeoladitions environnementales et les

pratiques culturales. Le facteur environnementdl iegportant. Les oranges Valencia

produites en régions méditerranéennes (Espagseaét)lse distinguent des oranges Valencia

cultivées en régions tropicales et subtropicaledlifB, Cuba et Floride) (MOULet al,

1999) (Tableau 2). Les oranges produites en régioéditerranéennes sont plus riches en

caroténoides (concentrations en caroténoides tomex21,1 et 13,9 mgl pour

respectivement I'Espagne et Israél) que celles iggons tropicales et subtropicales

(concentrations en caroténoides totaux de 4,8 et682 mg.[* pour respectivement Bélize,

Cuba et la Floride). Les proportions en carotéridarient également. Par exemple, dans
cette étude, les oranges d’Espagne se distinguesitodanges des autres zones par des
pourcentages plus élevés en phytoene ; les oratgyBelize different des oranges des zones
méditerranéennes par des pourcentages plus éleuéateme et zéaxanthine ; les oranges de
Floride et de Cuba ont des pourcentages supérgufscryptoxanthine par rapport aux

oranges des autresszones. En valeur ahsolue; @wwew des zongs-méditerranéennes

9 ks i
présentent les plus fortes teneurs en composesifertt colores comme‘:_t?cr;ygtoxanthme.
| P

i -
L=
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Voie du méthylérythritol phosphate
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Les enzymes sont représentées par des nombres: 1, acétoacétyle CoA thiolase; 2, 3-hydroxy-3-méthylglutaryle-CoA synthétase; 3, 3-
hydroxy-3-méthylglutaryle-CoA réductase; 4, mévalonate kinase; 5, phosphomévalonate kinase; 6, diphosphomévalonate décarboxylase; 7,
1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthétase; 8, 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate isoméro-réductase; 9, 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate
cytidyl-transférase; 10, 4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol kinase; 11, 2-C-méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthétase;
12, diphosphate de (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle synthétase; 13, diphosphate de (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle réductase; 14,
diphosphate d’isopentényle isomérase; 15, diphosphate de géranylgéranyle synthétase.

Figure 9. Schéma général de la biosynthése des précurseimad#énoides. Représentation
des interactions entre les différentes voies méitples. Les fleches discontinues indiquent
gue plusieurs étapes ne sont pas représentées.
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Ces différentes compositions conditionnent la asutkes fruits et leur qualité nutritionnelle.
En zones tropicales, les fruits mQrs gardent uael perte et leur pulpe est moins colorée que
celle des fruits des zones méditerranéennes (PRAIDNDRLI71). Les températures et
lintensité du rayonnement doivent jouer un rélepartant dans l'accumulation des
caroténoides. Cependant, il n'existe pas d'étutiez ¢es agrumes analysant et modélisant
'impact des facteurs environnementaux sur I'acciaton des caroténoides. Les pratiques
culturales influencent aussi les teneurs en capidés des fruits. Les apports d’azote par
exemple, ont une incidence sur la couleur dessfratt les teneurs en caroténoides. Les
hormones comme I'éthylene ou les gibbérellines siitisées pour favoriser ou retarder la
coloration externe des fruits (IGLESIAS al, 2001 ; ALOSet al, 2006). Enfin, les procédés
post-récoltes et les procédés de transformationfraotdles compositions en caroténoides et
entrainent des isomérisations et oxydations de roe$écules (Tableau 2). Les jus
commerciaux obtenus a partir de concentrés présetés proportions élevées en époxydes :
5,6-époxylutéine et mutatoxanthine (MELENDEZ-MAREH et al, 2003). Ces composés
révélent que des réactions d’oxydation ont eu diewcours de la transformation ou durant le

stockage. Ce sont des marqueurs de la qualitérddsits.

|.2.3. Biosynthése des caroténoides

Les caroténoides sont des isoprénoides a 40 atdemesmrbone synthétisés dans les
plastes par des enzymes codées par des genesimescléas isoprénoides sont formés a
partir de la condensation d’'une unité a 5 atomesaibone, le diphosphate d’isopentényle
(IPP), et du diphosphate de diméthylallyle (DMAPEBhez les plantes supérieures, deux
voies de biosynthéses sont a l'origine de I'lPEEIleDMAPP : la voie du mévalonate (MVA)
qui se déroule dans le cytoplasme (MCGARVEY et CE®U, 1995) et la voie du
méthylérythritol phosphate (MEP) localisée dans jgastes (RHOMERet al, 1993 ;
LICHTENTHALER et al, 1997; LICHTENTHALER, 1999; RHOMER, 1999;
RODRIGUEZ-CONCEPTION et BORONAT, 2002). Les préeuns des caroténoides (IPP
et DMAPP) proviennent principalement de la deuxiaéme de biosynthese, celle du MEP,
découverte recemment (RODRIGUEZ-CONCEPTION et BOR®N2002). Cependant
plusieurs études ont montré I'existence d’échartgesétabolites entre ces deux voies par
I'utilisation de substrats marqués afC ou d'inhibiteurs spécifiques (ALBRECHT et
SANDMANN, 1994 ; KASAHARAEet al, 2002 ; LAULEet al, 2003) (Figure 9.).
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Les enzymes sont: 1. DXS, 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthétase; 2. DXR, 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate isoméro-réductase; 3.
MCT, 2-C-méthyl-D-érythritol 4-phosphate cytidyl-transférase; 4. MCK, 4-(cytidine 5'-diphospho)-2-C-méthyl-D-érythritol kinase; 5. MCS, 2-C-
méthyl-D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthétase; 6. HDS, diphosphate de (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle synthétase; 7. HDR,
diphosphate de (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényle réductase; 8. IPPi, diphosphate d’isopentényle isomérase; .

Figure 10.Synthese du diphosphate d’'isopentényle par ladwi2-C-méthyl-D-érythritol 4-
phosphate (MEP).
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[.2.3.1.1. La voie du mévalonate

L'IPP est synthétisé par la voie du mévalonate (NV&A partir de trois molécules
d’acétyle CoA (Figure 9.). Le MVA est obtenu pandensation de molécules d’'acétyl-CoA
avec la formation d'un premier intermédiaire, I'mmcétyle-CoA, grace a l'action de
l'acétoacétyle CoA thiolase puis d'un deuxieme nmediaire, le 3-hydroxy-3-
méthylglutaryle-CoA (HMGCoA), grace a une synthétéBOTTY, 1969). Le HMGCOoA est
converti en MVA par une réaction de réduction oatd par la HMGCOA réductase en
présence de NADPH. La phosphorylation enzymatiqueMyA par I'ATP conduit a la
formation de I'lPP. Le MVA est converti en phosghae mévalonate (MVAP) grace a une
MVA kinase et le MVAP est converti en diphosphate mévalonate (MVAPP) par une
phosphomévalonate kinase. Enfin, I'lPP est obteparéir du MVAPP par décarboxylation
grace a I'action de la diphosphomévalonate décathee (POTTY et BRUEMMER, 1970 a
et b). Selon ces derniers auteurs, le diphosphatdidéthylallyle (DMAPP) est obtenu a
partir de I'lPP par isomérisation en présence dikdtérase. La condensation de I'lPP et du
DMAPP conduit a la formation des diphosphates dényallyle (MCGARVEY et
CROTEAU 1995). La voie de 'acide mévalonique sytige ainsi les précurseurs des stérols,

ubiquinone, et sesquiterpenes comme certains caambarome.

1.2.3.1.2. La voie du méthylérythritol phosphateER)

La premiere étape de la voie du méthylérythritadgghate consiste en la formation du 1-
désoxy-D-xylulose 5-phosphate (DX5P) par la réactia pyruvate et du glycéraldhéhyde 3-
phosphate (GAP), précurseurs issus du meétabolisngtutose. Cette réaction est catalysée
par la 1-désoxy-D-xylulose 5-phosphate synthét&¢PS ou DXS) (LOISet al, 2000)
(Figures 9. et 10.). La DXS catalyse une condemsate I'hydroxyéthylthiamine, issue de la
décarboxylation du pyruvate, sur le groupement asyle C-1 du D-glycéraldéhyde 3-
phosphate (Figure 10.). Le DX5P conduit a la foramatdu 2C-méthyl-D-érythritol 4-
phosphate (MEP) par l'action de la 1-désoxy-D-xyd&@l 5-phosphate isoméro-réductase
(DXR) en présence de NADPH et Rin La DXR catalyse ainsi le réarrangement
intramoléculaire du DX5P et la réduction de l'algtié intermédiaire alors formé (Figure
10.). Le MEP est converti en IPP et DMAPP via quatritermédiaires : 4-(cytidine 5'-
diphospho)-2-méthyl-D-érythritol (CDP-ME), 2-phospho-4-(cytidin5’-diphospho)-2=-
méthyl-D-érythritol (CDP-MEP), Z-méthyl-D-érythritol-2,4-cyclodiphophate (ME-cPP) e
diphosphate de (E)-4-hydroxy-3-méthylbut-2-ényléi@BPP). Les enzymes responsables de
la formation de ces produits sont [&C2néthyl-D-érythritol 4-phosphate cytidyl-transfégas

39



Introduction, Etat des Lieux des connaissances

(MCT), la 4-(cytidine 5’-diphospho)-Z-méthyl-D-érythritol kinase (CMK), la &-méthyl-
D-érythritol 2,4-cyclodiphosphate synthétase (M@E)a diphosphate de (E)-4-hydroxy-3-
méthylbut-2-ényle synthétase (HDS). La dernierpeétaonduit a la formation de I'lPP d’'une
part et du DMAPP d’autre part. La HMBPP réductad®R) aussi appelée IPP/DMAPP
synthétase convertit le HMBPP en un mélange destAPMAPP 5 :1 (Figure 10.). Les génes
de la voie du MEP ont été récemment identifiés clesz bactéries et chez les plantes
supérieures (EISENREICHt al, 2001 ; RODRIGUEZ-CONCEPTION et BORONAT,
2002 ; BOTELLA-PAVIA et al, 2004 ; EISENREICHet al, 2004). Les genes sont
nucléaires et les enzymes sont situées dans lsgegld’ADNc codant pour la DXS a été
cloné et séquencé chez différentes plantes Al@iiidopsis thaliandMANDEL et al, 1996),

la menthe (LANGEet al, 1998), le poivron@apsicum annuujfBOUVIER et al, 1998) et

la tomate ICycopersicon esculentynfLOIS et al, 2000). L’ADCNc séquencé chez la tomate
(LeDxs) code pour une enzyme de masse moléculaire 77a6(KMANDEL, et al, 1996 ;
LANGE etal., 1998 ; LOISet al, 2000). Cependant, nous manquons encore d’infosnsat
sur la régulation de cette voie de biosynthesauetesrdle des différentes enzymes dans la
régulation des flux conduisant a la synthése d&PI'et DMAPP en quantités suffisantes pour
la synthése des différents isoprénoides plastidiqg@mme les caroténoides. D’apres les
travaux de LOISt al. (2000) et de BOTELLA-PAVIAet al. (2004), des teneurs plus élevées
en enzymes de la voie du MEP : DXS et HDR augmeértaesynthese des précurseurs utilisés
par les caroténoides et aussi les concentratioessiderniers. LOISt al, (2000) ont étudié
I'expression du gene codant pour la DXS, premiéxzyme de la voie du MEP. Ces auteurs
ont montré que I'expression de ce géne chez lat®rmast corrélée a I'accumulation des
caroténoides. De plus, des tomates exprimant emdgrguantité un gene bactérien codant
pour la DXS ont des fruits plus riches en carotéesique les plantes non modifiées. Les
teneurs emfi-caroténe sont 1,4 fois plus élevées tandis quediesentrations en lycopéne sont
1,6 fois plus importantes dans les fruits des pldaransformeés. A l'inverse, les teneurs en
caroténoides des fruits ne sont pas modifiées daszlants surexprimant les génes codant
pour la voie du MVA (ENFISSet al, 2005). Cependant, les études concernant la DXR et
HMBPP ont montré que ces enzymes ne semblent padier des étapes limitantes pour la
synthese des caroténoides (L&Sal, 2000 ; RODRIGUEZ-CONCEPTIONt al, 2001 ;
RODRIGUEZ-CONCEPTIONet al, 2003). Ainsi, la voie du MEP patrticipe au corgrde la
synthese des caroténoides mais le réle de chaamétapes reste a déterminer ainsi que les

différents mécanismes de régulation.
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1.2.3.1.3. Du diphosphate d’'isopentényle au diphagpde géranylgéranyle
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= =
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Les enzymes sont: 1. GPS, diphosphate de géranyle synthétase; 2. GGPS, diphosphate de géranylgéranyle synthétase; 3. PSY, phytoéne
synthétase.

Figure 11.Synthese du phytoene a partir du diphosphate disgnyle.

En aval de I'IPP, la polymérisation des unité isgopgues permet la formation des
diphosphates de prénylallyle, que I'lPP ait ungiag cytosolique ou chloroplastique. L'IPP
s’'isomérise en diphosphate de diméthylallyle (DMAPEette réaction réversible est
catalysée par I'lPP isomérase en présence d& blg Mr* (Figures 9. et 11.). Le géne
codant pour cette enzyme a été isolé et séquerez difiérentes plantes doArabidopsis
thaliana Ensuite, une nouvelle molécule d'IPP se combineDMAPP pour donner le
diphosphate de géranyle (GPP) en. @ne addition similaire d’'IPP conduit au diphosigha
de farnésyle (FPP) em£puis au diphosphate de géranylgéranyle (GGPP),en.& GGPP
synthétase (GGPS) responsable de la formation dBRG& partir de I'lPP et DMAPP est
active en présence de RgLe géne codant pour cette enzyme a égalemens@ et
séquencé chez la tomatdy¢opersicon esculentymet Arabidopsis thaliana Chez
Arabidopsis ce géne est présent en 12 copies. Sur ces 18,dkoedent pour des enzymes
adressées aux plastes (OKARA al, 2000 ; LANGE et GHASSEMIAN, 2003). Certaines
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Figure 12.Schéma général de la synthése et du catabolisneadsgnoides chez les

agrumes.
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GGPP synthétases seraient spécifiques des camésSno{(BOTELLA-PAVIA et
RODRIGUEZ-CONCEPTION, 2006). Nous devons égalemmarier que le GGPP produit
dans les plastes est le précurseur des caroténoi@iesaussi des gibbérellines, de la chaine
phytol des chlorophylles, des phylloquinones et tdesphérols (Figures 9. et 11.). Il existe
des interactions entre les différentes voies dsyithese pour l'utilisation du GGPP. Une
compétition entre les différentes voies de biosgstha été mise en évidence par AL€D&l.
(2006). D’aprés ces auteurs, le niveau d’expredsiqguus élevé du gene codant pour la DXS
correspond au maximum de la somme des concentsatiorchlorophylles et caroténoides
dans le flavédo des fruits d’agrumes. Les travauxla tomate ont montré que les tomates
transformées avec le geRsyl(premiére étape de la voie de biosynthése desécaniates)
codant pour la phytoéne synthétase (PSY) spécifitpsechromoplastes accumulent plus de
caroténoides dans les tissus chlorophylliens ejel@ses fruits. Cependant, les plants sont
plus petits et présentent des concentrations esleit chlorophylles dans les jeunes feuilles.
Ce phénotype s’explique par I'utilisation massiee@GPP pour la synthése des caroténoides
due a la présence d’'une grande quantité d’ARNriRsid et a la diminution consécutive du
GGPP pour les autres voies de biosynthese comneedeela synthése des gibbérellines et de
la chaine phytol des chlorophylles (FRAY et GRIEREQ@993 ; FRAYet al, 1995).

La voie de biosynthése des caroténoides, qui seuldédans les plastes, et les génes
codant pour les enzymes de cette voie sont cONGUNININGHAM et GANTT, 1998 ;
HIRSCHBERG, 2001 ; FRASER et BRAMLEY, 2004 ; INOUH)04). Les enzymes ont été
identifiées et caractérisées au niveau moléculaingartir de I'étude de certaines plantes
modéles commeArabidopsis thaliana la tomate I(ycopersicon esculentymle poivron
(Capsicum_annuu)net Narcissuset la transformation de bactérieSs¢herichia coli par
l'introduction des genes de synthese des carotéad$gus des bactériéswinia herbicolaet
Rhodobacter capsulatUCUNNINGHAM et al, 1993). Le diphosphate de géranylgéranyle
(GGPP) sous formtrans est le précurseur immédiat des caroténoides. émipre étape de
cette voie de biosynthese consiste en la condensde deux molécules de GGPP pour
donner le premier caroténoide : le diSphytoéne qui comporte trois doubles liaisons
conjuguées et qui est incolore (Figures 12. et 1&)phytoene synthétase (PSY) catalyse la
réaction de condensation. Cette enzyme, PSY, rdiase a I'enzyme bactérienne (CrtB) et
sa séguence comporte également des similarités laseméquences des prényltransférases
(diphosphate de géranyle synthétase,GPS, ou diphtesgle géranylgéranyle synthétase,

GGPS). Ensuite, le 1&s-phytoéne est transformé en paig-lycopéne ou prolycopene par
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Tableau 3.Récapitulatif des caractéristiques des geneszsters de la voie de biosynthése
des caroténoides chez trois espeCasus sinensigou C.unshiy, Lycopersicon esculentum
et Arabidopsis thaliana

. . a. Nombre Acides M,asse. o
Géne Espeée d . .~ moléculaire Cofacteurs Localisation
e copies aminés
(kDa)
Psy Cs b 436 495 i gnzyme liée a la membrane
es plastes
Le 2 412 46,7 ATP/MRH/Mg?* enzyme liée a la membrane
des plastes
At 1 422 47,5 - -
soluble dans le stroma ou
Pds Cs - 553 61,8 FAD/plastoquinone/PTONée a la membrane des
plastes
Le 1 583 649  FADIplastoquinone/PTONE & 1a membrane des
plastes
At 1 566 630  FAD/plastoquinone/PTOYEE & 12 membrane des
thylakoides
Zds Cs - 570 63,1 - -
Le 1 588 64,7 FAD/plastoquinone/PTOX -
At 1 558 61,6 FAD/plastoquinone/PTO cea I‘? membrane des
thylakoides
Crtiso Cs - - - - -
Le 1 615 67,5 - -
At - - - - -
soluble dans le stroma ou
Lcy-b Cs - 504 56,5 - liée a la membrane des
plastes
Le 2 500 56,2 - -
At - 501 56,2 - -
soluble dans le stroma ou
Lcy-e Cs - 529 59,0 - liée & la membrane des
plastes
Le - 526 58,9 - -
At - 524 58,5 - -
Hy-b Cs i 311 34.8 i 3résente dans la membrane
es plastes
Le 2 309 34,5 ferrédoxine -
At 2 310 34,4 - -
Zep Cs - 664 73,2 - -
Le - - - - -
At 1 667 738  FADloxygemerrédoxine Présente dans la membrane

des thylakoides

Cs, C. sinensis Le, Lycopersicon esculentumit, Arabidopsis thaliana’non déterminé
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une série de quatre réactions de déshydrogénatoguc introduit des doubles liaisons
supplémentaires. Ces réactions sont catalyséeslethgdantes supérieures par la phytoéne
désaturase (PDS) qui convertit le phytoene en filogioe puis en-carotene et par |&-
carotene désaturase (ZDS) qui transformg&darotene en neurosporene puis en prolycopéne
(Figures 12. et 13.). Ces réactions de déshydrdiggnamécessitent la réduction de la
plastoquinone qui sera réoxydée par I'action dguiaone oxygene oxydoréductase (PTOX).
Chez les bactéries, une seule enzyme, CRTI, catabs réactions pour former directement le
translycopéne. Dans les tissus non photosynthétiques plantes supérieures, une
caroténoide isomérase (CRTISO) est nécessaire @murertir le prolycopéne etrans
lycopene qui est la forme que nous trouvons gémd@mt lorsque nous analysons les
caroténoides dans différents tissus. La cyclisafiotranslycopéene provoque la division de
la voie de biosynthése en deux branches: l'unedwobnau p-caroténe et aux3,p-
xanthophylles tandis que l'autre branche mene aacdroténe et aux,e-xanthophylles
(Figures 12. et 14.). La lycopéffiecyclase (LCY-b) catalyse la cyclisation du lycopém
deux étapes pour former Ig-caroténe [,p-caroténe). La synthése decaroténe [{,e-
caroténe) nécessite I'action de la lycoperm/clase (LCY-e) puis de la lycopéfiecyclase.
Chez la laitue l{actuca sativa uniqguement, une lycopéne cyclase (CRTL-E) coitvéet
lycopéne ere,e-caroténe. L'introduction de groupements hydroxyl@e$l) sur les cycles en
position C-3, C-3’ conduit a la formation des xanghylles : IaB-cryptoxanthine d’'une part et
la lutéine d’autre part (Figures 12. et 15.). L'éichth du groupement OH sur un cycle beta est
catalysée par If-caroténe hydroxylase (HY-b) tandis cette addisan un cycle epsilon est
catalysée par la-carotene hydroxylase (HY-e). La zéaxanthine forraépartir de lap-
cryptoxanthine par l'action de Ig-carotéene hydroxylase est convertit en violaxarmhpar
'action de la zéaxanthine époxydase (ZEP) en ddapes (Figures 12. et 15.). Dans les
feuilles, en cas d’éclairement excessif, la zéddmat est régénérée a partir de la
violaxanthine grace a deux réactions catalyséeslgpaiolaxanthine dé-époxydase (VDE)
(Demmig-adamset al, 1996). Ce cycle zéaxanthine-violaxanthine egtelip cycle des
xanthophylles. La derniere étape de la voie deybibese des caroténoides consiste en la
transformation de la violaxanthine en néoxanthigaction catalysée par la néoxanthine
synthétase (NSY). Nous devons également noter gueéolaxanthine et la néoxanthine
servent de précurseurs pour la synthese de I'atideissique (ABA) (Figures 12. et 16.). Par
ailleurs, chez le poivron (Capsicum annuum), laseaghine-capsorubine synthétase (CCS)
transforme I'anthéraxanthine et la violaxanthine respectivement la capsanthine et la
capsorubine. Ces deux composes sont responsablisaigeur rouge-orangée speécifique du
poivron. Les genes etienzymes de |la voie delbinegetdes caroténo'l'd_;\s 'sent détaillés dans
le tableau 3. 2%

k!

L=
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Figure 13.Les étapes de déshydrogénation du phytoene etesgthiranslycopéene.
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1.2.3.2.1. Geéne codant pour la phytoéne synth¢RS¥)

Le gene codant pour la phytoéne synthétase a ék& ést séquencé chez plusieurs
especes dorrabidopsis thalianala tomate Ifycopersicon esculentymle mais Zea mayp
la carotte Daucus coroty le poivron Capsicum annuujnle riz Oryza sativy, le tabac
(Nicotiania tabacumet les agrumesCjtrus) (BARTLEY et SCOLNIK, 1993 ; FRASERt
al., 1994 ; IKOMA et al, 2001 ; BUSCHet al, 2002 ; LANGE et GHASSEMIAN, 2003 ;
GALLAGHER et al.,2004 ; INOUEet al, 2006). Chez les agrumes, les séquences codantes
completes sont disponibles dans les bases de dori@@nBank numéro d’accession :
AB037975, AF220218C. unshiy, DQ235260 C. sinensiy AF152892 C. paradis)]. Deux
genes codant pour la phytoene synthétase ont élésishez la tomate (BARTLEY et
SCOLNIK, 1993), le tabac (BUSCEt al, 2002), le mais et le riz (GALLAGEB al, 2004).
En revanche, ce géne est présent en seule copeddchigidopsis thalianat chez le poivron
(ROMER et al, 1993). Chez la tomate?sy-1 code pour une enzyme spécifique des
chromoplastes des fruits tandis gBsy-2 code pour une protéine spécifique des tissus
photosynthétiques. Chez la tomate et I'orange higqeéne synthétase est localisée dans les
plastes et est associée a la membrane (INGXHE, 2006). Certains travaux sur la tomate ont
montré que PSY était associée a certaines enzyreesda dsynthése du diphosphate
d’'isopentényle (IPP) dans un complexe protéique tddle supérieure a 200 kDa
(HIRSCHBERG, 2001). La phytoéne synthétase isdl¢rigfiée chez la tomate est active en
présence d’ATP et d’ions divalents comme?MFRASER ET BRAMLEY, 2004).

1.2.3.2.2. Génes codant pour la phytoene désatfRI38) et lal-carotene désaturase
(ZDS)

Le géne codant pour la phytoéne désaturase a @té et séquencé chez différentes
espéeces domrabidopsis thalianala tomate Ifycopersicon esculentymle mais Zea mayg
le poivron Capsicum annuunle riz Oryza sativy, le tabac Nicotiania tabacumet les
agrumes Citrus). De méme le géne codant poutiearotene désaturase a été séquencé chez
Arabidopsis thalianala tomate Iycopersicon esculentymle mais Zea mayset le poivron
(Capsicum annuum(FRASER et al, 1994 ; KITA et al. 2001 ; BUSCHt al, 2002 ;
MATTHEWS et al,, 2003 ; INOUEet al, 2006). Les ADNc complets séquencés sur agrumes
sont disponibles dans les bases de données [GenRRamé&ro d'accession : AB04699¢€.(
unshiy, AF364515 C. paradis), AJ319761, DQ23526X( sinensispourPdset AB072343,
DQ309869 C. unshiy, AF372617 C. paradis), AJ319762 C. sinensis pour Zdg. Chez

Arabidopsis thalianale mais et le riz, les génes codant pour ces damymes sont présents
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en une seule copie (MATTHEWS al, 2003). Les séquences de la phytoene désaturdse et
(-caroténe désaturase comportent des sites denlisasx FAD. La comparaison des
séquences des gerrdset Zdsmontre que ces séquences sont similaires a 33-G8%deux
enzymes situées dans les plastes catalysent demondade déshydrogénation qui permettent
d’ajouter des doubles liaisons et qui convertissent5<is-lycopéne (incolore, 3 doubles
liaisons conjuguées) amis-lycopene ou pro-lycopéne (rouge, 11 doubles lr@smnjuguées)
(Figure 13.). Les déshydrogénations se font enepaes de plastoquinone qui est réduite et
nécessitent un accepteur final d’électrons pouémérer la plastoquinone (PTOX). Le mutant
de la tomate appel&host qui a un geneltox non fonctionnel accumule du phytoene
(FRASER et BRAMLEY, 2004).

1.2.3.2.3 Gene codant pour la caroténoide isomé@Ra&ISO)

Comme nous l'avons vu dans les paragraphes présédies plantes supérieures
produisent du 1%is-lycopene puis duranslycopéne qui subira ensuite des réactions de
cyclisations. Ainsi, une caroténoide isoméraseniigat in vivo au cours des réactions de
déshydrogénation pour formertlanslycopene (Figures 12. et 13.). En 2002, ISAACS&@N
al. ont isolé et séquencé le gene codant pour laé&aite isomérase (CRTISO) a partir de
'analyse d’'un mutant de tomate orange appelé gdiame » et accumulant du prolycopene
(72, 92, 7'Z, 9'Z-tétraeis-lycopéne) a la place duanslycopene. Le géne responsable de ce
phénotype orange code pour une enzyme catalysantréetions d’oxydoréduction de
structure similaire a la phytoene désaturase diwidpacterienne (CRTI). L'expression de
Crtiso dansEscherichia coliproduisant dwcis-phytoéne a confirmé l'activité de cis / trans
isomérisation des carotenes et en particulier dalypopéne. Des analyses utilisant la
méthode diuSouthern-blobnt montré que le gene codant pour la CRTISO eEstept en une
seule copie chez la tomate. Un géne orthologuentquzur CRTISO a également été isolé
chezArabidopsis thalianaEn 2004, KATOet al. ont isolé et séquencé partiellement le gene
codant pour CRTISO chez la mandarine Satsuaiishig (numéro d’accession GenBank :
AB114651) afin d’étudier I'expression de ce génecawurs de la maturation des fruits
d’agrumes. D’apres ISAACSOBL al. (2002), le gén€rtiso code pour une enzyme de masse
67,5 kDa et les séquences d’acides aminés du yege et du type muté sont identiques.
En revanche le mutant « Tangerine » présente daséduence d’ADN une délétion de 348
pb dans la région du promoteur ce qui inhibe I'espron du géne et entraine I'accumulation
du prolycopéne. CRTISO serait active en méme targ gDS dans les tissus non
photosynthétiques ou en absence de lumiere. Dantiskus photosynthétiques, la lumiere

peut remplacer CRTISO pour l'isomérisation des tgares. Enfin, I'accumulation de
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prolycopene et les faibles teneurs gitarotéene chez le type mutant suggérent que la

configurationtrans est nécessaire pour la cyclisation du lycopenBAISSON et al, 2002).

1.2.3.2.4. Geénes codant pour la lycopdheyclase (LCY-b) et la lycopénecyclase
(LCY-e)

Le translycopéene sert de précurseur aux cyclases. Deusstyle cycles peuvent étre
formés a I'extrémité des molécules en fonction’dezlyme catalysant la réaction au niveau
de la double liaison C-1, 2 : un cycle beta (ins#tan en position C-5, 6 ou C-5’, 6’ dans le
cycle, réaction catalysée par la lycopéheyclase) et un cycle epsilon (insaturation en
position C-4, 5 ou C-4’, 5 dans le cycle, réactcatalysée par la lycopénrecyclase). La
lycopenep-cyclase peut introduire deux cycles beta pour &rie -caroténe via led-
carotene tandis que la lycopétieyclase ne peut former qu’un cycle epsilon a uteeeité
et I'intervention des deux enzymes est nécessaire |lp formation de Hi-carotene (PECKER
et al, 1996)(Figure 14.). Le géne codant pour la lycepprcyclase a été isolé chez
Arabidopsis thaliana (CUNNINGHAM et al, 1996), Narcissus (numéro d’accession
X98796), le tabacNicotiania tabacum (numéro d’accession F13561), le poivr@apsicum
Annuum (HUGUENEY et al, 1995) et la tomatd.ycopersicon esculentyrRONENet al,
2000). Les ADNc complets ont été séquencés chezadesmes et les séquences sont
disponibles dans les bases de données [numéroedson GenBank: AY166796C(
unshiy, AY644699, AY094582, AY679167, AY679168, AF2407BQ235259 C. sinensiy
AF152246, C. paradis), AF217103 C. maxima]. Chez la tomate, deux géenes codant pour la
lycopenep-cyclase ont été identifiés : 'un des génes eptimé dans les chromoplastes des
fruits (géne Cyc-b tandis que l'autre géne est spécifique des chlastes des tissus
chlorophylliens (RONENet al, 2000). Le géne codant pour la lycopésieyclase a
€galement été isolé chez les agrumes [numéro dsioreGenBank : DQ22887C (unshiy,
AY533827 (C. sinensis AF486650 C. paradis), AY994158 (C. maximd], chez
Arabidopsis thaliana CUNNINGHAM et GANTT, 2001) et chez la tomatkey€opersicon
esculentumn(RONEN et al, 1999). Les deux enzymes (LCY-b et LCY-e) ont siéguences
d’acides aminés présentant 30% de portions idesdiag possédent des sites de liaison aux
FAD / NADP. Les enzymes LCY-b et CYC-b de la tomatésentent 53% de similarités. De
plus, CYC-b de la tomate est plus proche de laarghse / capsorubine synthétase (CCS) du
poivron (86,1% de portions identiques). Les ge@gs-b et Ccs proviendraient d’'un méme
gene a la suite d'un phénomene de duplication (IKIRBERG, 2001). Enfin, d’apres les
travaux d'INOUEet al. (2006), les deux lycopene cyclases (LCY-b et LQant adressées

a la fois dans le stroma et dans la membrane dsgepl; avec LCY-e qui est davantage liée a
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la membrane que LCY-b ce qui pourrait expliquefaié que LCY-e ne puisse agir qu'avec

une extrémité dtranslycopéene.

1.2.3.2.5 Geénes codant pour [Rrcaroténe hydroxylase (HY-b) et la-caroténe
hydroxylase (HY-€)

L’hydroxylation des caroténoides cycliques en pasiC-3 et C-3’ est catalysée par deux
types d’enzymes : Ig-caroténe hydroxylase qui introduit des groupenhgudiroxyles sur des
cycles beta et la-caroténe hydroxylase qui catalyse la méme réactiories cycles epsilon
(Figure 15.). Le gene codant pourflacarotéene hydroxylase a été isolé et séquencé chez
Arabidopsis thaliana (LANGE et GHASSEMIAN, 2003), la tomatelLycopersicon
esculentun (HIRSCHBERG, 2001), le poivronCg@psicuum annuum(BOUVIER et al,
1998b) et les agrume<ifrus) (KIM et al, 2001). Les ADNc complets séquencés sur
agrumes sont disponibles dans les bases de dornéegro d’accession GenBank :
AF315289, AF296158, DQ228870C.( unshiy, AM408542 C. kinokun), DQ002893, C.
maximg]. Deux génes codant pour Igcarotene hydroxylase ont été identifiés chez
Arabidopsis thalianaet la tomate Lycopersicon esculentym(HIRSCHBERG, 2001 ;
LANGE et GHASSEMIAN, 2003). Chez la tomate Uearotene hydroxylase est spécifique
des chromoplastes des fleurs tandis que la deuxi€rnle est présente dans les chloroplastes
des tissus verts. L@scarotene hydroxylases agissent en présence @eldine, transporteur
d’électron, et de fer. Les séquences d’acides apnésentent des domaines particuliers qui
sont responsables de l'adressage in vivo de cegm&wz dans la membrane des plastes
(FRASER et BRAMLEY, 2004 ; INOUEt al, 2006). Enfin, a notre connaissance, le gene

codant pour la-carotene hydroxylase n’a pas encore été isolé lelsgalantes supérieures.

1.2.3.2.6. Geéne codant pour la zéaxanthine époxy(zsP)

La zéaxanthine époxydase catalyse la formation dpoxyde au niveau de I'insaturation
du cycle beta de la zéaxanthine pour donner laax@ithine (Figure 15.). Cette réaction
d’oxydoréduction nécessite la présence de ferrégoail’état réduit. Dans les feuilles (tissus
chlorophilliens), cette réaction est réversibléaetiolaxanthine déépoxydase (VDE) convertit
la violaxanthine en zéaxanthine. La violaxanthigémbxydase est activée a faible pH lorsque
la plante est soumise a un exces de lumiére (HIREERG, 2001). Le gene codant pour la
zéaxanthine époxydase a été isolé cAembidopsis thalianaLANGE et GHASSEMIAN,
2003) labricot (Prunus armeniacp (numéro d'accession AF159948), la tomate

(Lycopersicon esculentymnuméro d’accession Z83835), le tabaticftiania tabacum
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(MARIN et al, 1996) le poivron (Capsicum Annuum) (BOUVIE& al, 1996) et les
agrumes Citrus). L’ADNc complet est disponible chez les agrum&er{Bank numéro
d’accession : ABO75547. unshi). Le gene codant pour ZEP est présent en une sepie
dans le genome Arabidopsis thaliana(LANGE et GHASSEMIAN, 2003). L'étude des
séquences d’acides aminés de ZEP et VDE indiqueemenzymes appartiennent a la classe
des protéines appelées lipocalines (FRASER et BRE¥|2004).

1.2.3.2.7. Geéne codant pour la néoxanthine syrsegidSY)

La néoxanthine synthétase est responsable denfafion de la néoxanthine a partir de la
violaxanthine par un réarrangement du groupe époxffigure 15. La néoxanthine
synthétase a été isolée chez la pomme de t8okar(um tuberosumAL BABILI et al,
2000),Arabidopsis thalianaet la tomatel(ycopersicon esculentyrBOUVIER et al, 2000).

La séquence de la néoxanthine synthétase isoléartit ge la tomate présente 99% de
portions identiques a celles de la CYC-b. A notrenaissance, la néoxanthine synthétase n'a

pas été isolée chez les agrumes et la néoxantlamme été identifiée dans les jus d’agrumes.

.2.3.3......Catabalisme. des caroténoides

Les caroténoides sont degradés par deux typesadBoré: les réactions catalysées par
des enzymes (NCED, CCD) et les réactions non enzyues (lumiére, oxydation). Les
teneurs en caroténoides déterminées a un temp< dmmespondent au bilan entre la
synthése et le catabolisme. Synthése et dégradsmioincontrdlés pour maintenir certaines
teneurs en caroténoides dans les tissus des pldraesonnaissance des réactions de
dégradation des caroténoides est nécessaire gbudd’ des mécanismes de régulation des
compositions en caroténoides des fruits d’agrurhes. caroténoides sont métabolisés en
apocaroténoides qui jouent un réle important dangdulation de I'expression des génes et
'adaptation des plantes a leur environnement. pesduits de dégradation sont des
phytohormones, des composés de défense de la mantes composés aromatiques. Ces

produits sont détaillés ci-dessous.

1.2.3.3.1. Réactions enzymatiques

La 9<is époxy hydroxy caroténoide dioxygénase (NCED) gatala réaction de clivage
des caroténoides en position C-11,12. Le géne tquaur cette enzyme a été isolé et

séquencé chez plusieurs plantes dont le niZa&ia (haysSCHWARTZet al, 1997), la tomate
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(Lycopersicon esculentynBURBIDGE et al, 1999), Arabidopsis thaliana(lUCHI et al,
2001 ; TAN et al., 2003) et les agrumestfus, KATO et al, 2006 ; RODRIGCet al, 2006).
Neuf génes codant pour NCED ont été isolés é&rabidopsis(TAN et al.,2003). Chez les
agrumes KATCet al. (2006) et RODRIGt al. (2006) ont isolé deux séquences codant pour
NCED. Les analysem vitro ont montré que NCED utilise la@s-violaxanthine, la ®is-
néoxanthine ou la Bis-zéaxanthine comme substrat pour former un éporgapténal en
Cas puis la xanthoxine ensg précurseur de I'acide abscissique (voir Figurg.18enzyme
reconnait les groupes 3-hydroxyles et 5,6-époxydealpuble liaisortis en position 9 semble
nécessaire (SANDMANNet al, 2006). L'acide abscissique est important pour le
développement des graines et I'adaptation des aggéiux conditions environnementales
(LEUNG et GIRAUDAT, 1998). D'aprés KATGet al. (2006), CitNCED2 et CitNCED3
catalysent le clivage de lad®s-violaxanthin en position C-11,12 pour former lantteoxine.
Chez la mandarinegC( unshig et le citron C. limon) 'augmentation de I'expression du géne
CitNced2dans le flavédo et dans les sacs a jus des fraits@npagne de I'accumulation de
'acide abscissique tandis que dans les sacs a@dquborange C. sinensiy il n'y a pas
d’augmentation de I'expression du géfieNced2et des teneurs en acide abscissique. D'aprés
RODRIGOet al. (2006) CsNcedlest exprimé dans les feuilles et dans les fruitSstced?2

est plus spécifique des chromoplastes. De pluscig-@olaxanthine semble étre le substrat
des caroténoides dioxygénases dans le flavédautstandis que dans les feuilles, lacss-

néoxanthine est le substrat utilisé pour formerila abscissique.

Les caroténoides dioxygénases (CCD) catalyseniviege de nombreux caroténoides en
position C-9,10 (C-9',10") pour former un dihaldéley en G4 et deux produits en ¢
(SCHWARTZet al, 2001). Les produits formés dépendent du subgirasi, la coupure du
B-carotene catalysée par CCD1 conduit a la formadefiapocaroténoide volati-ionone,
ardme important chez les fleurs et les fruits (SCARVZ et al, 2001). Ce gene a été
séquencé cheArabidopsis thaliana(SCHWARTZ et al, 2001), la tomateL{copersicon
esculentumSIMKIN et al, 2004) etCrocus sativugBOUVIER et al, 2003a). CheLrocus
sativus un géne similaireZcd) codant pour une CCD catalysant le clivage entjposC-7,8
(C-7'-8’) a été isolé (BOUVIERet al, 2003a). La zéaxanthine dioxygénase (ZCD) utikse
zéaxanthine comme substrat pour former un précudsela crocétine. Che2rocus sativus
ZCD est localisée dans les plastes et le géne tquaur cette enzyme est uniquement
exprimé dans les tissus du style tandis que CCiragere dans le cytoplasme et le gene
correspondant est exprime dans les fleurs et laiefe De plus, toujours chez cette espece,
CCD catalyse les réactions, conduisant ada syntdedarome de sair (BQUVIER! al,

2003a). Les travaux sur.la tomate ont.permis déisdbux genes codant p &f {ine caroténoide

L=
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dioxygénase (CCD) dont I'un est fortement exprirm@dles fruits au cours de la maturation
(SIMKIN et al, 2004). Récemment, le gene codant pour une lyeop@xygénase (LCD),
clivant le lycopéne en position C-5,6 (C-5',6)¢t isolé cheBixia orellana Cette enzyme
est impliguée dans la synthése de la bixine (BOUWRVEE al, 2003b). L'enzyme CitCCD1,
isolée chez les agrumes, peut utiliselaryptoxanthine, la zéaxanthine, ti@ns ou cis-
violaxanthine comme substrat (KAT@t al, 2006). L'expression du gene codant pour
CitCCD1 augmente dans le flavédo et les sacs dgua mandarineQ. ushiy, de I'orange

(C. sinensiyet du citron C. limon au cours de la maturation des fruits.

1.2.3.3.2. Autres dégradations

La principale dégradation a lieu dans les feuplasun phénoméne de photooxidation. Le
B-carotene présent au niveau des photosystemeasiesfiormé e-caroténe-5,6-époxyde. La
guantité de caroténoides dégradés dans les fedillg®ivron soumises a une forte lumiére
est estimée a 1 mg par jour. Ces pertes sont supési aux quantités synthétisées ce qui
entraine une diminution des caroténoides sous oaditons (SIMKIN et al, 2003a).
D’autres produits d’oxydation peuvent étre formBgs analyses in vitro ont montré que
'oxydation du B-caroténe par I'action de I'oxygéne singulet cobhduincipalement a la
formation dup-caroténe-5,6-époxyde et dicaroténe-5,8-endopéroxyde (YAMAUCH
al., 1998). Les autres produits d’oxydation sont demmosés a 4 ou 6 atomes d’oxygenes.
Des oxydations plus poussées entrainent la cougruta structure a 40 atomes de carbone
pour donner des produits difficiles a analyser.uires analyses in vitro ont montré quéie
caroténe pouvait étre oxydé en apo-caroterfabp(-14'-caroténal ef-apo-13-caroténone)
(HENRY et al, 2000). Les mécanismes d’oxydatiorvivo sont encore mal compris.

1.2.4. Mécanismes de régulation de I'accumulationes caroténoides dans les fruits et en
particuliers dans les sacs a jus des fruits d’agrues

La phase de maturation des fruits, caractériséedpartransformations conférant aux
fruits leur qualité organoleptique (couleur, teetursaveur, arbmes), correspond a un
programme de développement hautement régulé. Lekfioadions de I'expression génique
jouent un réle majeur dans les variations métahekq Les fruits climactériques, pour
lesquels la maturation s’accompagne d'une augmentdirusque de la respiration sont
distingués des fruits non-climactériques. Dansae des fruits climactériques, I'éthyléne joue
un role crucial dans le processus de maturatiomsNappelons que la tomatey¢opersicon

esculentur)y qui sert de modeéle d’étude pour le développeraetd maturation des fruits, est
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un fruit climactérique tandis que les agrumes foautie des fruits non-climactériques. Les
nombreux mutants de tomate affectés dans la pigtientont facilité 'identification des
génes impligués dans la voie de biosynthése destécaides et la compréhension des
mécanismes complexes qui régulent leur accumulamsi, nous détaillerons ci-dessous
quels sont les facteurs influencant la biosynthéss caroténoides et qui conduisent a
'accumulation de ces pigments dans les fruitsaléomate I(ycopersicon esculentymde
'abricot (Prunus armeniacp fruit climactérique, du poivron fruit non-climastque

(Capsicum annuujnet surtout dans les sacs a jus des agru@iasig).

La composition en caroténoides des fruits marsleesésultat d’'un équilibre entre la
synthese d’'une part et la dégradation ou l'utiidatdes caroténoides d’autre part. Comme
nous l'avons déja mentionné, les fruits d’agrumesentent dans la peau et dans les sacs a
jus des compositions en caroténoides qualitativeetequantitativement différentes. De plus,
au cours du développement du fruit, la coloratienlal peau résulte de deux phénoménes.
Cette coloration est due d'une part a la dégradaties chlorophylles et d’autre part a
'accumulation des caroténoides. Nous rappelonsi ajue la biosynthése des chlorophylles
utilise le diphosphate de géranylgéranyle commeyps&ur (Figure 9.). A l'inverse, dans les
premiers stades de développement, les sacs a gu$rudes d’agrumes présentent peu de
chlorophylles et peu de caroténoides. La coloraliEmsacs a jus est liée a 'augmentation de
la synthese des caroténoides et a I'accumulatiaresl@erniers. D’aprés ALCS al. (2006)
et KATO et al. (2006), les mécanismes de régulation intervenans th peau et dans les sacs
a jus des fruits d’agrumes semblent différents sAinous préciserons pour les agrumes si les
analyses concernent la peau ou les sacs a jusrues dt nous détaillerons davantage ce

dernier cas de figure.

1.2.4.1.1. Expression des génes de biosyntheselation avec les compositions en
caroténoides des fruits et en particuliers dessfidiagrumes

De nombreux auteurs ont étudié I'accumulation desténoides dans les chromoplastes
des fruits (ROMERet al, 1993 ; IKOMAet al, 2001 ; KIMet al, 2001 ; KITAet al, 2001 ;
BRAMLEY, 2002 ; KATOet al, 2004 ; RODRIGCet al, 2004 ; MARTY et al.,2005). Au
cours du développement du fruit, les chloroplasegransforment en chromoplastes et les
caroténoides sont synthétiséle novo La coordination de I'expression des genes de

biosynthese semble un facteur important dans lactation des caroténoides. La
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biosynthése des caroténoides au cours de la matudss fruits de la tomatéycopersicon
esculentuna été tres étudiée et cette espéce constitueodelepour la compréhension des
mécanismes de régulation de la biosynthése de$énaides dans les chromoplastes des
fruits (PECKERet al, 1992 ; GIULIANOet al, 1993 ; FRASERet al, 1994 ; CORONAet

al., 1996 ; PECKERet al, 1996 ; RONENet al, 1999 ; BRAMLEY, 2002 ; FRASER al,
2002). Au cours de la maturation des fruits de dmdte, les teneurs en caroténoides
augmentent 10 a 14 fois. Ceci est principalemené d@ccumulation d’'un caroténoide : le
lycopene (FRASER al, 1994 ; BRAMLEY, 2002). Au début de la coloratides fruits, les
guantités de transcrits des geRay et Pdsaugmentent fortement tandis que les transcrits des
géeneslLcy-b et Lcy-e diminuent. L'accumulation du lycopéne semble é&rerésultat de
laugmentation de la synthése des carotenes aogdig@t du blocage de la formation des
xanthophylles. De plus des études sur l'activit€ee enzymes, apres extraction des enzymes
et marquage radioactif des substrats, montrent Kpctivité des enzymes augmente
parallelement a I'élévation du niveau d’expresdi@s génes codant pour ces enzymes. Ces
analyses montrent également que I'étape catalyaééaphytoene synthétase constitue une
étape clé pour la synthése des caroténoides darfsuless de la tomate (FRASER al,
2002). De méme, chez le poivron, I'expression diaseg de biosynthése des caroténoides
augmentent au cours de la maturation des fruils gigulation au niveau de la transcription
des genes semble étre un facteur important deufagtation des caroténoides dans les
chromoplastes (ROMER al, 1993). Le stress oxydant observé lors de ladifféiation des
chloroplastes en chromosplastes au cours de laatiatudu poivron semble jouer un rble sur
la synthése des caroténoides en modifiant le nigdaxpression des génes de biosynthése
(BOUVIER et al, 1998c). Les fruits de I'abricot GOLDRICHP(unus armeniacga sont
oranges et accumulent principalement le phytoenphitofluene et I@-carotene tandis que
les fruits de I'abricot Moniqui sont blancs et puigent principalement du phytoéne et du
phytofluéne incolores (MARTt al, 2005). Cependant I'expression des gdP®s ] Pdset
Zdsest toujours plus élevée dans les fruits du aidtMoniqui que dans les fruits du cultivar
Goldrich (MARTY et al, 2005). Chez les agrumes, d’aprés RODR&@I. (2004), la peau
des fruits de I'orange Navelat€.(sinensisaccumule principalement lad@s-violaxnathine,

la B-cryptoxanthine, la zéaxanthine et le phytoénealdement a la détermination des
caroténoides au cours de la maturation des frRBPDRIGO et al. (2004) ont étudié
'expression des gendxsy, Pds Zds Ptox Lcy-b Lcy-e Hy-b et Zeppar analyseBlorthern-
Blot. Au cours de la maturation, I'expression du géws est corrélée avec les teneurs en
caroténoides. L’augmentation des concentrationsaeoténoides est liée a la surexpression
des gene®syet Zds De plus, le passage de la synthésefgeganthophylles a la synthese

desp,B-xanthophylles est liée a la diminution des traitsclu génd.cy-eet a 'augmentation
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des transcrits du gertgy-b. L'accumulation des caroténoides dans les sacs @gs fruits
d’agrumes est différente au cours de la maturati@mrange Valencia@. sinensiy présente
peu de caroténoides et peu de chlorophylles dansales a jus dans les premiers stades de
développement des fruits et il N’y a pas de trasgynthese dgie-xanthophylles / synthése
desp,p-xanthophylles au moment de la coloration des Sr(RATO et al., 2004). D’apres
KATO et al. (2004), la mandarine Satsum@. (unshiy accumule principalement Ia-
cryptoxanthine dans les sacs a jus, 'orange Vadef@ sinensisaccumule majoritairement
les isomeéredrans et cis de la violaxanthine tandis que le citron de Liskor@. limon
présente tres peu de caroténoides. Au cours duloggesnent des fruits, le niveau
d’expression des gené&stPsy, CitPds CitZds CitLcy-hb, CitHy-b et CitZepaugmente dans les
sacs a jus de la mandarine et de 'orange ce qubleeétre responsable de I'accumulation des
B,B-xanthophylles. Le niveau d’expression des géeneslwsant aux3,p-xanthophylles est
plus faible dans les sacs a jus du citron compargizeau d’expression déterminé dans les
fruits de la mandarine. Cependant les différencged’orange et le citron ne paraissent pas
liées a I'expression de ces genes (KA&Qal, 2004). Ainsi, seuls KATt al. (2004) ont
étudié I'accumulation des caroténoides dans trsjeees différentes d’agrumes et ont ainsi
apporté des informations sur les facteurs conttdkesdifférentes accumulations au niveau
interspécifiques. Cependant une étude comportaptusngrand nombre d’especes d’agrumes
et plusieurs variétés par espéce est nécessaire laotompréhension des différentes
accumulations des caroténoides chez les différegdpeces et variétés. Nous manquons
également d’informations sur les étapes clés darsdsynthése des caroténoides dans les
sacs a jus des fruits d’agrumes. De plus, d’aprids &t al. (2001), la biosynthése de fia
cryptoxanthine augmente dans les sacs a jus de ‘esiétés de mandarines au cours du
développement des fruits. Cependant I'expressiogé&heHy-b, codant pour Ig-caroténe
hydroxylase responsable de la formation defderyptoxanthine n’est pas corrélée a la
synthese de ce composé au cours de la maturataporiddance des transcrits du geheb
relevée dans les fruits des différentes variétésoiigcide pas avec les différentes teneurs en
B-cryptoxanthine (KIMet al, 2001). Ceci met en évidence que la régulatiomizeau
transcriptionnel n’est pas le seul facteur de ré@iph chez le<itrus. D’autres mécanismes
influencent aussi le contrdle de I'accumulation desoténoides et les différences inter et

intraspécifiques.
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1.2.4.1.2. Expression des genes responsables d@ration des précurseurs ou des
genes intervenant dans le catabolisme et relatwes les compositions en
caroténoides

Comme nous l'avons déja mentionné, le diphosphaegéranylgéranyle (GGPP),
précurseur immédiat des caroténoides, est priripait issu de la voie du méthylérythritol
phosphate (MEP). De plus, ce composé gne6t aussi utilisé pour la synthese gibbérellines,
phylloquinones, tocophérols et chlorophylles (Feg@). Les quantités de diphosphate de
géranylgéranyle disponibles pour la synthése de®t@wides jouent un rble dans
'accumulation de ces derniers. D’apres les étulteBOTELLA-PAVIA et al. (2004) sur les
fruits de la tomate, I'étape catalysée par la DXSume étape limitante pour la synthése des
caroténoides. En effet, 'expression du gbme varie au cours du développement du fruit et
est corrélée a la synthese des caroténoides (leDI8l, 2000). L'obtention de plantes
génétiquement modifiées (notamment chez la tonzapErmis de mieux comprendre quelles
sont les étapes importantes dans la biosynthéqeets sont les liens avec les autres voies
impliguées dans la synthése des précurseurs ou atabalisme des caroténoides
(HIRSCHBERG, 2001; BRAMLEY, 2002; BOTELLA-PAVIA E RODRIGUEZ-
CONCEPTION, 2006 ; SANDMANNet al, 2006). La surexpression du gdngy-1chez la
tomate par I'expression d’'un géRsy-1additionnel, spécifique des chromoplastes, intitodu
dans les plants de tomates a entrainé I'accumnldiés caroténoides dans les tissus verts et
les jeunes fruits des plants transformés (FRétYal, 1995). Cependant, les fruits madrs
présentent des teneurs en lycopéne plus faibleseguieuits des plants non transformés. De
plus, les plants transgéniques sont plus petisyrghétisent moins de chlorophylles dans les
jeunes feuilles. Ce phénotype est probablement HitiBsation massive du GGPP pour la
synthese des caroténoides ce qui réduit sa disp@ngour d’autres voie meétaboliques et la
synthése des gibbérellines et la chaine phytolctiesophylles ((FRAYet al, 1995). Pour
pallier & ces inconvénients, un gene d'origine dra@nne,Crtb, codant pour la phytoene
synthétase a été introduit dans des plants de ¢ofRRIASERet al, 2002). Le gen€rtb a été
surexprimé uniquement dans les chromoplastes dis frar I'utilisation du promoteur de la
polygalacturonase de la tomate et la séquenceedsage dans les chromoplastes issue de la
phytoene synthétase-1 de la tomate (FRASERal, 2002). Ainsi, les fruits des plants
transformes, arriveés a maturité, contiennent degxatre fois plus de caroténoides que les
fruits des plants non transformés. La synthese atses isoprénoides, tocophérols,
plastoquinone, ubiquinone n’est pas modifiée. Li@xquression du genertb est responsable
de 'augmentation de I'activité totale de la phyteésynthétase d’un facteur 5 (codée Psy-

1 et Crtb) tandis que les teneurs en caroténoides totawbssalement deux a quatre fois plus

importantes. Ces résultats suggérent que la swssipn du gen€rtb réduit I'importance de
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I'étape catalysée par la phytoéne synthétase sumedle de la biosynthese des caroténoides
et entraine le déplacement de I'étape limitanta autre endroit de la chaine de biosynthese
des caroténoides (FRASERal, 2002). ALOSet al. (2006) montrent que chez les agrumes,
au niveau de la peau des fruits, la synthese desophylles et la synthese des caroténoides
semblent étre coordonnées. En effet, au cours deataration les quantités de transcrits du
geneDxsvarient et la valeur la plus élevée coincide daqaus forte valeur correspondant a
la somme des teneurs en caroténoides totaux &tmmss en chlorophylles. Ainsi, ces études
ont montré qu’il existait une compétition entre différentes voies de biosynthése pour
I'utilisation du GGPP et que I'expression du géndant pour la DXS est liée a la régulation
de la synthese des caroténoides dans les chrorespl@&pendant, chez les agrumes, il n'y a

pas d’études sur I'expression de ce géne au nideagacs a jus des fruits.

L’expression des génes impliqués dans le catabelides caroténoides et en particulier
dans la formation de l'acide abscissique paraitsiausfluencer l'accumulation des
caroténoides (Figures 12. et 16.). La transformadi® plants dirabidopsis thalianaavec la
surexpression du gene codant pour la phytoéne é&asth dans les graines a entrainé
'augmentation des teneurs rcaroténe avec des teneurs 43 fois plus importagttesissi
des temps de germination plus longs dus a l'augatientconcomitante des teneurs en acide
abscissique (LINDGRENet al, 2003). L'expression des gen&itNced2 et CitNced3
(impliqués dans la formation de I'acide abscissigymartir des xanthophylles) augmente dans
les sacs a jus de la mandarine Satsuma au couta d®turation et s’accompagne de
'accumulation de I'acide abscissique (KAT&D al., 2006). Dans les sacs a jus de l'orange
Valencia I'expression du ger@tNced2reste faible comme les teneurs en acide abscessiqu
Enfin, dans les sacs a jus du citron de Lisbonneiveau d’expression du ger&tNced?2
augmente fortement ce qui lié a de fortes tenenracele abscissique (KAT& al., 2006).
Ainsi, d’apres ces auteurs, I'expression des ge@Gédlced et les concentrations en
caroténoides dans les sacs a jus seraient liéesjyauil’orange est caractérisée par
'accumulation de la violaxanthine, substrat desNCED, et le citron par de faibles
concentrations en caroténoides et I'absence daxaonthine. Cependant, il existe une seule
étude sur ce sujet avec I'analyse d’'uniqguemens tespeces d’agrumes et d’'une variété par
espece. Nous manquons d’information sur les liemied’accumulation de violaxanthine et
'expression desNced chez différentes variétés d'oranges. RODRI@Dal. (2006) ont
analyseé la synthése des caroténoides dans la peldarahge Navelate et aussi I'expression
desNced Ces auteurs ont isolé deux séquences codanipdI@ED :CsNcedlet CsNced?2
CsNcedljoue un role dans la synthése de I'acide abscissipns les feuilles et les fruits

tandis queCsNced2est spécifique des chromoplastes des fruits. @eee sur le gene codant
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pour la NCED chez les agrumes montrent la présdecplusieurs alléles pour ce géne et
suggerent I'importance du nombre de copies dessgeneles différentes formes alléliques

dans la régulation de I'accumulation des caroté&wid

La diversité des formes alléliques des genes deybibése des caroténoides peut avoir
deux implications majeures Les mutations peuvefeictdr la régulation de I'expression du
gene. Elles peuvent également conduire a la foomatiune enzyme a l'activité spécifique
modifiée, voire non fonctionnelle. Nous détaillesoles études ayant isolé diverses formes
alléliques impliquées dans de telles modificatiengprenant d’abord I'exemple de la tomate,
espece chez laquelle de nombreux mutants sontrdidps. Nous ferons ensuite un bilan sur
les travaux effectués sur les agrumes qui appodestonnaissances sur la diversité allélique

des génes de biosynthése des caroténoides.

Chez la tomate, deux génes codant pour la phytegmthétase ont été isolés. L'uPsy-
1, code pour une enzyme spécifigue des chromoplattest surexprimé au cours de la
maturation des fruits tandis que l'autre code pome enzyme spécifique des tissus
photosynthétiques (BARTLEY et SCOLNIK, 1993). Dem#& deux génes codant pour la
lycopenep-cyclase (LCY-b ou CRTL-b) ont été isolés chezdemate grace a I'étude des
mutantsBeta (B) et old-gold (og) (RONENet al., 2000). Un seul gen@ est responsable du
phénotype du mutarBeta qui accumule d-caroténe a la place du lycopemecode pour
une lycopeng-cyclase dont la séquence d’acides aminés estigdend 53,2% a celle de la
lycopénef-cyclase présente chez le type commun et a 86 Esé&quence de la capsanthine-
capsorubine synthétase du poivron. Chez le typeraomB est exprimé uniqguement dans les
chromoplastes des fleurs et des fruits et son nideatranscription reste faible dans les fruits
alors qu’il augmente fortement dans les fruits dutantBetaau cours de la maturation. Le
mutant old-gold ne synthétise pas flearoténe et accumule des quantités accrues de
lycopéne par rapport au type commun. Ce phénotgpdlea une mutation du geBejui est
responsable de la formation d’'une lycopédheyclase non fonctionnelle. L'étude de ces
mutants a permis de mettre en évidence la présdacplusieurs génes codant pour la
lycopénep-cyclase et I'importance des différentes formeséligiies tant pour le niveau de
transcription de ces genes que pour l'activité degymes correspondantes. De méme,
toujours chez la tomate, le phénotype du mubmita qui accumule dé-caroténe a la place

du lycopene est lié a la présence d’'un allele §péei du gend.cy-e (ou Crtl-e). Cet allele

56



X X A X

Phytoéne

X A S Xy
{-Caroténe

X A NS XN
Lycopéne
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Figure 17. Mécanismes de déshydrogénation du phytoéne etéggém des cofacteurs des
enzymes PDS et ZDS dans les chloroplastes thieapersicum esculentuou Arabidopsis
thaliana.
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est responsable de I'augmentation de I'expressiogéahelcy-e et il differe de I'allele du
type commun au niveau de la séquence du promoRDNEN et al, 1999). La diversité
alléliqgue peut également affecter la fonctionnatlig I'enzyme par une modification de
localisation via la modification de leur séquen&adoessage ou des protéines de transports.
En effet, les enzymes de la voie de biosynthésecdesténoides, codées par des genes
nucléaires, sont formées dans le cytoplasme etesmutite transportées dans les plastes. Dans
les chromoplastes des fleurs ddarcissus pseudonarcissugeux formes de phytoene
désaturase (PDS) ont été isolées. L'une solubésente dans le stroma et qui est inactive et
'autre qui est liée a la membrane et qui est ac(&L-BABILI et al, 1996). La phytoene
désaturase qui catalyse l'introduction de deux tksuliaisons a partir du phytoéne pour
former le(-carotene agit en présence de plastoquinone etatoepteur final d’électrons lié
aux membranes (Figure 17). D’ou l'importance déotzalisation de cette enzyme pour que
celle-ci soit fonctionnelle. Ceci met en évidencenportance des différentes formes
alléliqgues des genes de biosynthése pour la syntb&nzymes fonctionnelles et aussi

'importance des alléles des génes codant poucafesteurs ou des protéines de transports.

Chez les agrumes, RODRIGE al. (2003) ont étudié la composition en caroténoides
d’'un mutant de 'orange « Navelate » appelé « Rieab. Ce mutant accumule des caroténes
(phytoene, phytofluene étcaroténe) dans le flavédo des fruits a la placexaathophylles.

Ce phénotype semble étre associé a la présence @tarotene désaturase inactive ou a un
défaut d'un cofacteur de cette enzyme. Cependasthdses moléculaires responsables de ce
phénotype n’'ont pas été élucidées. La localisadmsmenzymes de la voie de biosynthese des
caroténoides et leur activité chez les agrumed Bdbjet d’'une récente étude (INOU# al,
2006). Ces informations sont nécessaires pour Iapoghension des mécanismes de
régulation. Chez les agrumes, la phytoene synthétas partiellement liée aux membranes
des plastes, la phytoene désaturase semble sdatdde stroma, les deux lycopenes cyclases
sont présentent sous deux formes : I'une solubie tastroma et I'autre liée aux membranes
tandis laB-caroténe hydroxylase est une protéine membrar@ependant ces études ont éte
réalisées a partir de la détermination des ségeesustant pour PSY, PDS, LCY-b, LCY-e et
HY-b grace a l'extraction des ARNm du flavédo desit§ de l'orange navel et de la
mandarine Satsuma. Ainsi, d’autres formes alléBgoedant pour des protéines differentes
peuvent étre présentes dans d’autres tissus outr@bawespéces d’agrumes. Ainsi la
connaissance du nombre de copie des genes de thiesgret de la variabilité allélique chez
les différentes especes d’agrume est importante poaompréhension des mécanismes de
régulation a l'origine des différences phénotypgjae niveau interspécifique. De plus ces

informations sur la variabilité allélique sont aslpour la création de nouvelles variétés.
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Les études sur I'expression des génes de biosyntdes caroténoides ainsi que
'obtention de plantes génétiguement modifiées ons en évidence la présence de
rétrocontrbles exercés par certains caroténoidastatnment Igs-caroténe. L'expression de
la désaturase d’origine bactérienne (CRTL), quigfarme le phytoene en lycopene, dans des
plants de tomates est responsable de I'obtentidrudeprésentant des teneurs accrueg-en
carotene mais, des concentrations en caroténaitis<t2,5 fois plus faibles par rapport aux
fruits des plants non transformés. Ce phénotypéiest 'augmentation de I'expression de la
lycopénep-cyclase endogene, a I'élévation des teneurf-earoténe et a la diminution de
'expression du géne codant pour la phytoene styamkée Le p-caroténe exercerait un
rétrocontrble négatif sursy(BOTELLA-PAVIA et RODRIGUEZ-CONCEPTION, 2006).

La lumiere augmente la synthese des caroténoides lda chloroplastes des feuilles.
Nous rappelons que dans les tissus chlorophylliess;aroténoides jouent a la fois le role de
pigments secondaires et de photoprotecteurs eipaligsi’exces d’énergie au niveau des
chlorophylles. Dans ces conditions, les pertes &mténoides sont compensées par une
synthése accrue. Cette régulation s’exerce au mitraascriptionnel. Les quantités d’ARNm
du genePsy sont plus élevées dans les feuilles de tomated (BNO et al, 1993) ou
d’Arabidopsis thaliangLINTIG et al, 1997) placées a la lumiére. Le promoteur du ¢sye
semble impliqué dans cette régulation (WELS@Hal, 2003). En ce qui concerne les
chromoplastes des fruits, la caractérisation detamisi de tomatebpl et hp2 a mis en
évidence I'importance de la lumiére dans la syrdtdes caroténoides dans les feuilles et les
fruits. Le mutanhpl qui comporte plus de caroténoides dans les fewelides fruits présente
une mutation au niveau d’'un géne codant pour uogipie impliquée dans la transmission du
signal lumineux (LIUet al, 2004). Les fortes teneurs en caroténoides sérbdms a un
nombre plus élevé de plastes et aussi a la présamceellules de plus grandes tailles

permettant un stockage plus important des caralésoi

Les structures desstockage constituent aussi.yamsige de controle-de I'accumulation

\ b s
des caroténoides. Dans jles*chromoplastes, les sotdaestockage de_s5 cgﬂoténo-rdes sont
| P
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différentes. Chez le poivron, les caroténoidesfdéts sont présents sous forme d’esters et
sont associés a des protéines appelées fibrillineant des protéines de structure et qui sont
impliquées dans le stockage des caroténoides (DERRUE al, 1994). De plus, le géne
codant pour la fibrilline est induit dans les chaptastes et aussi dans les chloroplastes des
feuilles soumises a des stress tels que le marigaa,de froid ou I'excés de lumiere (CHEN
et al., 1998 ; MANAC'H et KUNTZ, 1999). Cependanés mécanismes conduisant a
l'induction de ce gene nucléaire ne sont pas engloi@dés. L'accumulation des caroténoides
dépend des formes et structures de stockage commmmtrent également les mutants de
tomateshpl dont la synthése accrue des caroténoides est li@egmentation de I'espace de
stockage (LIUet al, 2004). A notre connaissance, il n’existe pasutiés sur le stockage des
caroténoides dans les chromoplastes des agrumesiretes protéines éventuellement
impliquées. Par ailleurs, l'estérification des d¢énmides qui augmente leur caractere

hydrophobe semble étre efficace pour une accurounlatiassive de pigments.
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[.3. PROBLEMATIQUE SCIENTIFIQUE ET OBJECTIFS

Les fruits d’agrumes présentent des compositiomsptexes et variées en caroténoides.
Ces compositions en caroténoides sont des détartmimajeurs de la qualité organoleptique
et nutritionnelle des fruits frais et des jus. Rdleurs, la biochimie des caroténoides a été
étudiée et les génes de biosynthese sont connyendant, I'origine de la diversité des
compositions en caroténoides des jus d’agrumes neat comprise a ce jour. Il est d’abord
nécessaire de comprendre quel est le rle desufaggénétiques et d’évaluer quelle part de la
variabilité phénotypique est due a la diversitélmjue des génes de biosynthese des
caroténoides et quelle part est contrélée parveani d’expression de ces mémes genes. La
présence de différents alleles peut se traduiradearvariations d’activités enzymatiques ou
des variations d’expressions des genes. Ces deteufa (variabilité allélique et diversité
d’expression) sont deux mécanismes importants dpilaton de la biosynthese des
caroténoides. L'analyse du polymorphisme entrediéiérents alleles d'un méme gene de
biosynthese et de I'implication de ce polymorphista@s la diversité phénotypique n’a fait
I'objet d’aucune étude a notre connaissance cteadeumes. Peu de travaux ont analysé la
régulation au niveau transcriptionnel dans les disgrumes et nous manquons encore
d’'information sur ce mécanisme. La compréhension fdeteurs génétiques déterminant la
diversité des compositions en caroténoides eshislée pour I'orientation des programmes

d’amélioration variétale.

Pour apporter des éléments de réponse concernammlaréhension de la régulation de la
biosynthése des caroténoides des agrumes nouydistis trois objectifs principaux.

1. Le premier objectif correspond a l'analyse dedlgersité des compositions en
caroténoides des fruits d’agrumes en étudiant 2%otgpes appartenant a 8 groupes
différents. Etude, pour la premiére fois a notrerassance, de 25 génotypes représentant les
différentes espéces cultivées d’agrumes en récalemnfruits sur des arbres issus de la méme
zone géographique (collection de la Station de Betie Agronomique de San Giuliano) et
soumis aux mémes pratiqgues culturales. Les sowstifj sont: (1) étude qualitative et
guantitative en analysant par HPLC les caroténadildes les jus de fruits récoltés a maturité
commerciale ; (2) détermination des especes eétearies plus intéressantes d’'un point de
vue organoleptique et nutritionnelle ; (3) étude l'daportance du facteur génétique ; (4)
détermination des étapes clés ou des principalsegtde la chaine de biosynthése des

caroténoides potentiellement impliquées dans lersiité des compositions en caroténoides.
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2. Le deuxieme obijectif concerne I'analyse de leeiité allélique des principaux genes
de biosynthése des caroténoides pour les 25 g@asoagpartenant au gertérus (analyse
au niveau inter et intraspécifique). Cette étudeab®rdée par l'utilisation de marqueurs
RFLP et SSR pour la détermination du nombre deesogés principaux genes de biosynthése
et I'analyse phylogénétique des différents génatygue niveau de ces genes. Ces démarches
seront complétées par des analyses DHPL(cetilling et par des amplifications des

séquences des genes en utilisant ’TADN génomidaeages et séquencages.

3. Enfin, le troisieme objectif correspond a I'aysa de I'expression des principaux genes
de biosynthése des caroténoides. Cet objectif comdéétude des régulations au niveau
intraspécifique en analysant le niveau d’expresdem genes par PCR en temps réel dans les
sacs a jus de quatre variétés d’orandgessinensis cultivars Shamouti, Sanguinelli, Cara
Cara navel et Huang pi Chen) au cours de la matarates fruits et en déterminant en
parallele les teneurs en caroténoides dans ledgu®es quatre génotypes. Parmi ces quatre
variétés nous signalons que I'orange Cara Caral mstein mutant de I'orange Washington
navel dont la pulpe présente une coloration saymaoticuliere tandis que la variété Huang pi
Chen est une orange dont la pulpe reste jaunegpéiaturité. Cet objectif consiste aussi a
analyser les différences interspécifiques par leerdénation des quantités d’ARNm des
principaux genes de biosynthese des caroténoides lda sacs a jus de trois espéces :

sinensisC. limon etC. maxima
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I.L1.  ANALYSES DES CAROTENOIDES

11.1.1. Matériel végétal

Nous avons étudié 25 génotypes appartenant au Génus (voir Tableau 1, ¥ article,
chapitre 111.1). Tous les fruits ont été récoltédaaStation de Recherches Agronomiques
(SRA) INRA-CIRAD de San Giuliano située sur la coteentale de la Corse. Les fruits ont
été prélevés sur des arbres adultes, indemnes ldgliesatransmissibles connues et soumis
aux mémes conditions culturales (eau, fertilisabtsaitements phytosanitaires). Pour chaque
génotype, 45 fruits ont été récoltés sur 3 arbresadurité commerciale. Les jus ont été
presseés le jour méme, filtrés avec un tamis delenhiinm et placés dans des flacons en verre
ambré sous atmosphére d’'azote et conservés a — R8°§tade de maturité des fruits a été
déterminé en utilisant les indicateurs préconidéspourcentage de jus, I'acidité titrable, le
degré Brix et I'index de maturité (SANSON, 1986; YDIES et ALBRIGO, 1994). L'acidité
titrable a été déterminée par titrage de 5 mL depar une solution de soude 0,1 N pour
atteindre un pH de 8,2 ; elle est exprimée en mouage d'acide citrique. Le degré Brix
(pourcentage de solides dissous) a été mesurénp@fractometre calibré a 20°C. L'index de
maturité a été calculé par le rapport degré Brigitk titrable (voir Tableau 2,®1article,
chapitre III.1).

11.1.2. Analyse des caroténoides par HPLC

Les caroténoides ont été extraits selon la méttétiellée par DHUIQUE-MAYERet al
(2005) (voir £ article, chapitre 111.1). Les caroténoides étaes anolécules sensibles a la
lumiére et a I'oxygene, toutes les étapes ont@téuites en lumiére inactinique et les extraits
transférés dans des flacons en verre ambré soosgitere d’azote.

Les caroténoides sont extraits a partir de 20 gusleauxquels sont ajoutés 120 mg de
carbonate de magnésium pour neutraliser les aeid85 mL d’'un mélange de solvants de
polarités différentes : éthanol/hexane (4/3, vientenant 0,1% déer-butylhydroxytoluéne
(BHT) utilisé comme antioxydant. Un étalon inteest ajouté au jus : du lycopene (4,5 mg.L
) ou dup-apo-8'-caroténal (2 mgl). Le mélange est filtré sous vide avec un entaneoi
verre fritté (porosité 2). Le résidu est réexteaiec le mélange de solvant précédant puis avec
30 mL d’éthanol puis 30 mL d’hexane. Les extraibststransférés dans une ampoule a

décanter et sont lavés deux fois avec une solu@rhlorure de sodium 10% et trois fois
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avec de I'eau distillée. La phase organique esdréépde la phase aqueuse. Elle est séchée par
I'utilisation de sulfate de sodium anhydre puispv@e a 40°C dans un Rotavapor. Le résidu
est dissout dans 500 pL de dichlorométhane et 500 ¢iun mélange
dichlorométhane/méthanol (80/20, v/v). Cet extpmut étre dilué jusqu’a six fois avec le

mélange dichlorométhane/méthanol (80/20, v/v),rstde échantillons, avant injection.

Une saponification est réalisée dans les conditsumngantes pour éviter les dégradations
de caroténoides : les caroténoides étant dissaus dla I'hexane, un volume égal d’'une
solution d’hydroxyde de potassium meéthanolique 1686 ajouté ; la réaction est réalisée
pendant 14 heures dans I'obscurité, a températuteaate et sous atmosphére d’'azote. Le
mélange est ensuite transféré dans une ampouleaatdé pour une séparation de la phase
hexanique et de la phase d’hydroxyde de potassiéthanolique. La phase hexanique est
lavée avec de I'eau distillée a neutralité. LestEaroides présents dans la phase d’hydroxyde
de potassium méthanolique sont réextraits par ajeutlichlorométhane. Ces extraits sont
également lavés avec de I'eau distillée a neutrdlies extraits réunis sont séchés, filtrés et
évaporés dans un Rotavapor. Le résidu est repriss dan meélange de solvants

dichlorométhane/méthanol dans les proportions tdcci-dessus.

Les caroténoides ont été analysés par chromatdgriigpide haute performance (HPLC)
en phase inverse avec un appareil agilent 110@my@flassy, France). Les caroténoides ont
été séparés sur une colonng @& caractéristiques 250 x 4,6 mm, diamétre intépma YMC
(Europ GMBH, Germany). La phase mobile était conég de trois éluants :,8 comme
éluant A, le méthanol comme éluant B et le MTBE owréluant C. Le gradient d’élution est
détaillé dans le®l article, chapitre I1l.1. Le débit a été fixé & L.min™ et la température de
la colonne a 25°C. L' HPLC était munie d’'un détecta barrette de diodes enregistrant les
signaux aux longueurs d’onde suivantes : 290 nr@, 88, 400 nm, 450 nm et 470 nm. Les
chromatogrammes ont été enregistrés dans I'UV ésible et intégrés par le logiciel Agilent
Chemstatioff.

Les caroténoides ont été identifiés par comparaieoleur temps de rétention et de leur
spectre d’absorption dans I'UV et le visible aveax de standards. Les spectres décrits dans
la bibliographie et obtenus dans les mémes comditthromatographiques et sur le méme
matériel végétal ont aussi été utilisés (voir Tabl8, £' article, partie 11l.1). Les composés
ont été quantifies par détermination de courbesatibration pour les standards disponibles :
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B-carotene, B-cryptoxanthine, lutéine, zéaxanthine, lycopéne pedpo-8'-caroténal. Les
courbes de calibration ont été obtenues en utiliS&agoncentrations ; les coefficients de
corrélations variaient de 0,994 a 0,998. Tous lgsea caroténoides isolés ont été quantifiés
en B-caroténe équivalent. Pour chaque caroténoidee laiété enregistrée a 290 ou 350 ou
400 ou 450 ou 470 nm en fonction de la longueundéomaximum du spectre. Le rendement
a été determiné par I'ajout d’'un étalon internedfyene o-apo-8’-caroténal) dans chaque
échantillon avant extraction. Le rendement a étséipour corriger les teneurs déterminées.
Pour chaque caroténoide, les concentrations spninges en mg.L et elles correspondent &
la moyenne de trois valeurs. Pour un échantilloénfe variété et méme arbre), la séquence
extraction-saponification-analyse HPLC a été rép&&ois. Quel que soit le composé, le
coefficient de variation calculé a partir des rép®t est inférieur ou égal a 5%. Les limites de
détection (LOD) et de quantification (LOQ) ont ééterminées pour les caroténoides dont
nous disposions d’'un standard a partir de sériedildéon de ce standard et de plusieurs
injections de chaque point de dilution. Ces limiteg été calculées avec les équations
suivantes : LOD = 3 x S/a et LOQ = 10 x S/a out3'&sart type de I'ordonnée a l'origine et
a le coefficient de la droite de calibration obteravec les points de dilution (MELENDEZ-
MARTINEZ et al, 2003).

I1.2.  ANALYSES RFLP

11.2.1. Matériel végétal

L’ADN génomique a été extrait des feuilles de 2Raigpes appartenant au geigrus
(voir Tableau 1, 2" article, partie I11.2.1.). Le protocole d’extramti est dérivé de la méthode
décrite par DOYLE & DOYLE (1987). 0,5 g de tissumsbroyés dans de I'azote liquide et
transférés dans un tube avec 5 mL de tampon d@xirapréechauffé a 65°C [Tris-HCI 100
mM pH 8, EDTA 20 mM pH 8, NaCl 1,4 M, CTAB 2% (p/MpPVP 1% (p/v) et bisulfite de
sodium 0,5% (p/v)]. Apres homogénéisation, les subent incubés a 65°C pendant 20
minutes. Les tubes sont laissés 5 minutes a temopéraambiante puis 5 mL de
chloroforme/alcool isoamylique (24/1, v/v) sontdgs. Apres meélange par retournement, les
tubes sont centrifugés a 5000 rpm pendant 15 ngnle surnageant est transféré dans un
nouveau tube et les ARN sont dégradés par ajoRN#se T1 (20 U.miY et incubation une
heure a 37°C. L’ADN est précipité par ajout de 5 dikopropanol puis par centrifugation a
8000 rpm 5 minutes a 4°C. Le culot est lavé avex soiution éthanol 76% (v/v)/acétate de
sodium 0,2 M puis par une solution éthanol 75%)(abétate d’ammonium 10 mM. Apres

une centrifugation d’une minute a 10 000 rpm a 4RCculot est séché 5 minutes au
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SpeedVacL’ADN est repris dans 200 pL de TE (Tris-HCI 10/npH 8, EDTA 1mM pH 8)
ou 200 pL d’eau ultra-pure stérile. L’ADN est qufié@tpar analyse de la fluorescence en
utilisant le réactif de Hoechst 33258 (fluorimdirgnaQuant 200, Amersham).

11.2.2. Préparation des membranes

L’ADN génomique des 25 génotypes a été digéré pas tenzymes de restriction
différentes :EcarV, BanHl et Hindlll. Dix microgrammes d’ADN sont digérés dans un
volume final de 200 pL avec 4 unités d’enzyme parogramme d’ADN, et le tampon
correspondant 1X (Invitrogen). La solution est in@& une nuit & 37°C. Les protéines sont
éliminées par ajout de 200 pL de chlorofome/alc@mamylique (24/1, v/v) et une
centrifugation a 5000 rpm 15 minutes. Le surnageanplacé dans un nouveau tube stérile et
I'’ADN digéré est précipité par ajout de 1718de volume d’'acétate de sodium et 2,5 volumes
d’éthanol absolu. Le mélange est placé une denrieheed 20°C puis centrifugé a 8000 rpm 5
minutes a 4°C. Le culot est lavé avec de I'éthaf@ (v/v), centrifugé a 10 000 rpm 1
minute a 4°C puis séché 5 minutesSpeedVaclLe culot d’ADN est repris dans 36 pL d’'eau
ultra pure stérile auxquels sont ajoutés 1/5 deurmel de tampon de charge [bleu de
bromophénol 0,25% (p/v), xylene cyanol 0,25% (pfipll 15% (p/v)]. Une électrophorése
sur gel d’agarose 0,8% (p/v) est realisée avec NAdigéré dans du TAE 1X (Tris-acétate 40
mM, EDTA 1 mM) a 30 V pendant 16 heures (dimensidasgel : 20x20x0,5 cm). Le gel
d’agarose est placé dans un bain de bromure digthi(600 pg.[*) puis 'ADN est visualisé
sous UV.

Avant le transfert de ’ADN sur membrane, le gel@acé dans un bain de dépurination
(HCI 1N) pendant 10 minutes puis rincé avec deul'distillée. Le gel est alors placé dans un
bain de dénaturation (NaCl 1,5 M, NaOH 0,5 N) penn@® minutes puis rincé avec de I'eau
distillée. L'ADN est ensuite transféré par capiti@r pendant une nuit, sur une membrane de
nylon (Amersham) en utilisant la solution de dération comme tampon de transfert et en
suivant les recommandations du fabricant. Aprassteat, la membrane est trempée dans une
solution de SSC 2X (tri-citrate Na 0,02 M, NaCl V8 pH 7) séchée 30 minutes a
température ambiante, puis dans un four sous vi88°& pendant 2 heures afin de fixer
’ADN sur la membrane. Les puits du gel d’agarossiaque le sens de migration sont notés

sur la membrane.

11.2.3. Préparation des sondes

Pour la préparation des sondes, des fragments doA@#s genePsy, PdsZds Lcy-b
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Lcy-e, Hy-bet Zepont été amplifiés par PCR en utilisant de 'ADNe mhandarine Satsuma
comme matrice et des amorces définies a partiségsences des geresy, PdsZds Lcy-b
Lcy-e, Hy-bet Zep disponibles dans les bases de données (numéroed&on GenBank
respectifs : AF220218, AB046992, AB072343, AY166,/98F315289, ABO075547,
AY533827) (voir Tableau 2,°?° article, chapitre 111.2.1.). Les ARN totaux onégxtraits
des fruits de la mandarine Satsuma selon le prieabécrit par MANNING (1991). Aprés
vérification de la qualité des ARN totaux d’aprasmiéthode décrite par SAMBROGK al.
(1989), 'ADNCc a été synthétisé a partir de 1 pgRIN totaux avec le kiFirst Strand cDNA
synthesigFermentas). L’amplification par PCR a été réalie@ utilisant un apparedTC-
200 thermocycle(MJ Research Inc.) dans un volume de 25 pL avBcl2d’ADN Taq
polymérase (Eurogentec), du tampon de réactioregpondant 1X, de ’ADNc de mandarine
Satsuma 5 ng.it, INTP 0.2 mM, MgGl 2 mM, amorces 1uM. Le programme PCR utilisé
est le suivant : dénaturation a 94°C pendant 5 tefB5 cycles : 94°C 30 secondes, 45-50°C
1 minute, 72°C 45 secondes puis une élongationefiaa72°C pendant 4 minutes. Les
fragments amplifiés ont été séparés par électr@sikosur gel d’agarose 1% (p/v) dans du
TAE 1X (Tris-acétate 40 mM, EDTA 1 mM). Les fragnemyant la taille attendue ont été
récupérés et purifiés en utilisant le GEX PCR DNA and gel band purificatigAmersham).
Avant marquage, l'identité des fragments a étéfigéripar séquencage (MWG, Martinsried,
Allemagne). Les fragments purifiés ont été marquarsandom primingavec f->?P] dCTP et
I'utilisation du kit Megaprime DNA Labelling Systeamersham). Aprés 20 minutes a 37°C,
200 pL de TE (Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1mM pH 8)rd ajoutés a la solution pour

arréter la réaction et augmenter le volume deliztiso marquée.
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11.2.4. Hybridation des membranes

Tableau 4.Préparation des solutions de préhybridation egltidation.

Produits Solution de préhybridatfon Solution d’hybridation
Eau ultrapure 14 mL 10 mL
Tris-HCI 1 M pH 8 1mL 1 mL
EDTA0.5MpH 8 400 pL 400 pL
SSC 25X (tri-citrate Na 0,25

4 mL 4 mL
M, NaCl 3,75 M pH 7)
SDS 20% 200 pL 200 pL
Denhardt 100X [BSA 2%
(p/v), Ficoll 2% (p/v), PVP 200 pL 200 pL
2% (p/v)]
ADN de saumon (dénaturé
10 min au bain-marie 200 pL 200 pL
bouillant, 10 mg.mL)
Dextran sulfate 50% - 4 mL

Les volumes sont calculés pour 20 mL de solutiopré@ybridation et d’hybridation. Les solutions son

péchauffées a 65°C.

Les membranes sont trempées dans un bain de SS@Gi-2Xrate Na 0,02 M, NaCl 0,3
M pH 7) avant d’étre enroulées et placées dansibe d’hybridation avec 20 mL de solution
de préhybridation. Les tubes sont placés dans umrédatif a 65°C pendant 5 heures. Puis, la
solution de préhybridation est remplacée par 20dalsolution d’hybridation auxquels ont
été ajoutés les 250 puL de sonde marquée et déeatu@s°C 5 minutes. L’hybridation
s'effectue dans le four rotatif & 65°C pendant &6rhs. Toutes les manipulations avec des
solutions contenant dw{?P] sont réalisées derriére un écran en plexiglas. tubes sont

également placés dans des boites en plexiglas.

La solution d’hybridation est jetée dans la boldgedes déchets radioactifs. Puis, les
membranes sont lavées deux fois avec 80 mL delldéicwo de lavage 1 : SSC 0,5X et SDS
0,1% (v/v). Le deuxiéme lavage est réalisé danfole a 65°C pendant 30 minutes. Une
deuxieme solution de lavage : SSC 0,25X et SDS ((\@%) est utilisée a 65°C pendant 30
minutes. Les solutions de lavage sont aussi pladées la bouteille des déchets radioactifs.
Les membranes, aprés avoir séché a l'air pendantiBites sont placées dans des cassettes
avec un amplificateur_et un film Kodak (X-Ray fililS Film, Kodak) et sont laissées a —
80°C pendant une semaine. Les membranes‘sont’ defsgds dans ‘ur, bain contenant une
solution de SDS 1% (v/v) bouillante pendant 30 rtéslsous agitation. Leﬁ"membranes sont
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rincées une fois avec de I'eau distillée et deus &ec une solution de SSC 2X.

11.2.5. Vérification de la présence de sites de regtion dans les séquences des sondes

Pour vérifier la présence de sites de restricties enzyme&coRV, BanHI et Hindlll
dans les séquences d’ADN génomique correspondargandes d’ADNc, nous avons utilisé
les amorces précédentes (Tableau®? &rticle, chapitre 111.2.1.) avec de I'ADN génomiu
de mandarine Satsuma, de pamplemousse Deep Resl @ddcht Diamante comme matrice.
L’amplification par PCR a été réalisée en utilisant appareilPTC-200 thermocycle(MJ
Research Inc.) dans un volume de 100 uL avec Z5ADN Tag polymérase (Eurogentec),
du tampon de réaction correspondant 1X, de 'ADNayéique 5 ng.ut, dNTP 0.2 mM,
MgCl, 2 mM, amorces 1uM. Le programme PCR utilisé esulgant : dénaturation a 94°C
pendant 5 minutes, 35 cycles : 94°C 30 secondeS045 1 minute, 72°C 45 secondes puis
une élongation finale a 72°C pendant 4 minutes. migrolitres de chaque réaction sont
aliquotés et 90 pL sont digérés gznaRV, BanmHl ou Hindlll. Avant digestion, le produit
PCR est purifié grace a I'ajout d’'un volume de solu de Chloroforme/alcool isoamylique
(24/1, viv) et une centrifugation du mélange a 500 15 minutes. L'ADN génomique
amplifié est digéré dans un volume final de 200apec 4 unités d’enzyme par microgramme
d’ADN, et le tampon correspondant 1X (Invitrogelod. solution est incubée une nuit & 37°C.
Les protéines sont éliminées par ajout de 200 plctderofome/alcool isoamylique (24/1,
v/v) suivi d’'une centrifugation a 5000 rpm 15 miesit Le surnageant est placé dans un
nouveau tube stérile et 'ADN digéré est précigd ajout de 0,1 volume d'acétate de
sodium et 2,5 volumes d’éthanol absolu. Le mélawieplacé une demi-heure a - 20°C puis
centrifugé a 8000 rpm 5 minutes a 4°C. Le culotlagé avec de I'éthanol 70% (v/v),
centrifugé a 10 000 rpm 1 minute a 4°C puis séchménbites alSpeedVacLe culot est repris
dans 30 pL d’eau ultra-pure stérile auxquels spmités 0,2 de volume de tampon de charge
[bleu de bromophénol 0,25% (p/v), xyléne cyanol52 (p/v), ficoll 15% (p/v)]. Une
électrophorese sur gel d’agarose 1% (p/v) estsé&mlavec 'ADN génomique non digéré et
'ADN génomique digéré dans du TAE 1X (Tris-acétd® mM, EDTA 1 mM). Le gel
d’agarose est placé dans un bain de bromure diéthi(500 pg.[*) puis 'ADN est visualisé
sous UV.
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I1.3.  ANALYSES SSR

11.3.1. Matériel végétal

Pour les analyses avec les marqueurs SSR, nous atitisé des aliquots des solutions
d’ADN génomique obtenues a partir des feuilles 8egénotypes lors des analyses RFLP

(voir paragraphe 11.2.1.).

11.3.2. Amplification des motifs microsatellites etmigration sur gel de polyacrylamide

Le mélange réactionnel est composé de 15 puL comtéh@ U d’ADN Taq polymérase
(Eurogentec), du tampon de réaction correspondéni@ ng d’ADN génomique, dNTP 0,2
mM, MgCl, 1,5 mM, amorces 0,2 pM. Le programme PCR utilis¢ le suivant:
dénaturation a 94°C pendant 5 minutes, 35 cycB¥C 30 secondes, 55-60°C 1 minute,
72°C 45 secondes puis une élongation finale a f#@lant 4 minutes. Les séquences des
couples d’'amorce utilisés sont présentées danabedu 3, " article, partie 11.2.1. et dans

le paragraphe matériels et méthodes i &ticle partie 111.3.1.

Les produits amplifiés sont séparés par électraswosur gel de polyacrylamide a 5% en
conditions dénaturantes (urée 7 M ; TBE 0,5X ; memjde-bisacrylamide 19/1 5%). Avant le
dépbt de 4 pL d’échantillon sur le gel préchauféé pne prémigration d’'une demi-heure a
une puissance constante de 60 watts, les fragraenibfiés sont dénaturés en présence d’un
volume de tampon de charge [98% formamide (v/VP5% xyléne cyanol (p/v) ; 0,05% bleu
de bromophénol (p/v) ; 2% EDTA (v/v)] par chauffa@g®4°C pendant 4 min. La migration
s'effectue sous l'influence d’'un champ électriquange puissance constante de 60 watts. La

durée de migration varie de 1h & 2h 30 min seldaille des fragments attendus.

Les fragments d’ADN sont révélés par coloratiomérate d’argent d’apres une méthode
adaptée de celle décrite par BEIDLERal (1982). L’ADN est fixé successivement dans un
bain d'alcool a 10% (v/v) pendant 20 min puis damsbain d’acide nitrique a 1% (v/v)
pendant 5 min ; le gel est ensuite rincé dans #ains successifs d’eau ultra pure de 10 min.
La coloration est réalisée dans une solution dateitd’argent a 0,2% (p/v) pendant 30 min.
Le gel est ensuite plongé dans de I'eau ultra puemt la révélation des bandes grace a une
solution de révélateur (30 g'lde carbonate de sodium additionné extemporanédeef00
pL.L™* de formaldéhyde & 8°C). La révélation est stogpéés apparition des bandes dans un

bain d’acide acétique a 5% (v/v) pendant 30 s é&vages successifs a I'eau ultra pure.
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.4 CLONAGES ET SEQUENCAGES

11.4.1. Matériels

Nous avons cloné les genesy-b etHy-b chez la mandarine Satsunt unshij et chez
guatre variétés d’orange8.(sinensiscv. Shamouti, Sanguinelli, Cara Cara navel etridgya
Chen). L'ADN génomique a été extrait a partir dailfes de ces cing génotypes selon le

protocole détaillé ci-dessus (paragraphe 11.2.1.).

Le vecteur utilisé est le vecteur pCR 4-TOPdu kit TOPO TA Clonin§ (Invitrogen).
Le vecteur fourni est linéarisé. Il possede unemikdine aux extrémités 3’ pour permettre
l'insertion des produits PCR amplifiés avec Urag polymérase qui ajoute des adénines aux

extrémités 3’ des fragments amplifiés.

Nous avons utilisé&scherichia coliTOP10 comme bactéries thermocompétentes. Les
bactéries sont cultivées dans du milieu LB (LuriartBni, extrait de levure 0,5% (p/v),
bactotryptone 1% (p/v), NaCl 1% (p/v), pH 7,0) avee antibiotique (ampicilline ou
kanamycine 50 pg.mt) & 37°C ou sur du LB solide (LB+agar 15 @)lavec antibiotique (50

ng.mLh).

11.4.2. Amplification par PCR des fragments a clone

Nous avons amplifié par PCR les séquences coddasegenekcy-b etHy-b en utilisant
'ADN génomique de cing génotypes et des amorcexigues définies a partir d’'un
alignement des séquences disponibles pour ces déanrs chez leCitrus (numéro
d’accession GenBank AY166796, AY094582, AY644699F2A0787, AY679167,
AY679168 pourlLcy-b et AF296158, AF315289, AB114661, AY533828, AY6230dour
Hy-b). Pour le génelLcy-b nous avons désigné le couple d’amorces Lcy-b F 5'-
ATGGATACTGTACTCAAAACTCA-3 et Lcy-b R 5'-
TTAATCTGTATCTTGTACCAAGTT-3' et pour le genély-b le couple d’amorces Hy-b_F
5-ATGGCGGTCGGACTATTGGCC-3' Hy-b R 5-TTATTTTGGAACCTGTTGTATG-

3. L'amplification par PCR a été réalisée dansvalume de 50 puL avec 5 U d’ADN Taq
polymérase Pfx50 (Invitrogen), du tampon de réactamrrespondant 1X, de I'ADN
génomique 5 ng.pt, dNTP 0.2 mM, MgGl 2 mM, amorces 1puM. Le programme PCR
utilisé est le suivant : dénaturation a 94°C pen&aminutes, 35 cycles : 94°C 30 secondes,

45-50°C 1 minute, 72°C 45 secondes puis une élmmgéihale a 72°C pendant 7 minutes.
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Les produits PCR sont séparés par électrophorésgebd’agarose 1% (p/v) dans du TAE 1X
(Tris-acétate 40 mM, EDTA 1 mM). Les fragments dylartaille attendue ont été récupérés

et purifiés en utilisant le kiEFX PCR DNA and gel band purificatigdAmersham).

11.4.3. Clonage des fragments purifiés

Tableau 5.Réaction produit PCR purifié/vecteur.

Produits Volumes
Produits PCR purifié (50

1 2 puL
ng.uL")
Solution de sels (NaCl 1,2 1L
M, MgCl, 0,06 M)
Eau stérile 2 uL
Vecteur TOPO 1lpuL
Volume final 6 pL

Apres mélange, la solution est incubée 20 minytesd(iits PCR > 1 kb) puis placée a
4°C. 2 uL de cette solution sont placés dans une twontenant les bactéries
thermocompétentes. Le mélange est incubé 30 miniates la glace. Le choc thermique est
réalisé dans un bain-marie préalablement réglé°& 42 meélange bactéries+vecteurs est
placé a 42°C pendant 30 secondes puis est imm#éudiatdransféré dans la glace. 250 uL de
milieu SOC [extrait de levure 0,5% (p/v), bactotome 2% (p/v), NaCl 10 mM, KCI 2,5 mM,
MgCl, 10 mM, MgSQ 10 mM, glucose 20 mM] sont ajoutés a chaque tubeant ensuite
placés dans l'incubateur a 37°C sous agitationGar@gth pendant au moins une heure. 50 pL
issus de la transformation précédente sont étatésnsmilieu sélectif (LB solide contenant de
'ampicilline et préalablement chauffé a 37°C pertdd0 minutes). Apres 5 minutes, les
boites sont retournées et placées a 37°C pendantuinh Les colonies sont sélectionnées et
remises en culture dans 2 mL de LB avec de I'artipiei(50 pg.mL') & 37°C sous agitation

a 200 rpm pendant une nuit.

11.4.4. Extraction des plasmides et vérification dd’identité des fragments clonés par
PCR

Les plasmides ont été extraits d’apres la méth@édeitd par SAMBROOKet al. (1989).
Brievement, 1,5 mL contenant les bactéries transfes sont centrifugés a 15 000 rpm 30
secondes a 4°C. Le culot est repris dans 100 pdolligion de lyse | (glucose 50 mM, tris-
HCI 25 mM pH 8, EDTA 10 mM pH 8) a 4°C. Aprées méaan 200 uL de solution de lyse lI
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[NaOH 0,2 N, SDS 1% (v/v)] a 4°C sont ajoutés stdelutions sont homogénéisées. 150 pL
de solution de lyse Il [acétate de potassium 5bide acétique glacial 11,5% (v/v)] a 4°C
sont ajoutés puis les tubes sont incubés 5 mirdées la glace. Les tubes sont centrifugés a
14 000 rpm 5 minutes a 4°C. Le surnageant estféanglans un nouveau tube stérile
contenant 1 volume de solution phénol/chlorofortcet isoamylique (25/24/1, viviv).
Apres mélange, les solutions sont centrifugées @0D4rpm 2 minutes a 4°C. Le surnageant
est transféré dans un nouveau tube et TADN estipité par ajout de 2 volumes d’éthanol
absolu, incubation des tubes a -20°C 30 minutesmtrifugation a 14 000 rpm 5 minutes a
4°C. Les culots sont lavés avec de I'éthanol 7086).(Mprés centrifugation a 14 000 rpm 1
minute, les culots sont séchés 5 minuteSpeedVacLes culots sont ensuite dissous dans 50
puL deau ultrapure stérile. Le séquencage a étiséépar MWG BIOTECH (Martinsried,
Allemagne) a partir des plasmides purifiés.

La vérification de l'identité des fragments cloreé€té réalisée par PCR en utilisant les
mémes conditions et les mémes amorces que celtesedédans le paragraphe 11.4.2. et les

plasmides purifiés comme matrice.

[1.5. DIVERSITE ALLELIQUE DU GENE Lcy-b, ANALYSES DHPLC

Nous avons analysé la variabilité de la séquendarde du génécy-b par analyses
DHPLC selon la méthode décrite par OEFNER et UNDHERH(1998). Pour amplifier
'ensemble de la séquence codante et pour obtesifrdgments de taille comprise entre 300
et 500 pb, nous avons défini quatre couples d’aesostir les zones conservées a partir d’'un
alignement des séquences codantes du lggné disponibles dans les bases de données. Les
séquences de ces amorces sont détaillées danblead@®. Pour chacun des 25 génotypes,

quatre amplicons ont ainsi été analysés.

Tableau 6.Couples d’amorces définis pour les analyses DHPLC

Amorce Séquence Taille de I'amplicon
Leyb_1D_forward 5-ATGGATACTGTACTCAAAACTCA-3' 391 pb
Lcyb_1D_reverse  5-CATCCACCCAAACACCATAAT-3'

Lcyb 2D forward 5-ATTATGGTGTTTGGGTGGATG-3' 460 pb
Lcyb_2D_reverse  5-CCTCTTTGAGCTCCGAATTGT-3'
Lcyb 3D _forward 5-ACAATTCGGAGCTCAAAGAGG-3' 427 pb
Lcyb 3D _reverse 5-CCTTTCTATGGGCCACAAATC-3'
Lcyb_4D_forward  5-AATTGTGGGCCATAGAAAGC-3' 290 pb

Lcyb_4D_reverse 5-TTAATCTGTATCTTGTACCAAGTT-3'
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Les fragments amplifiés sont dénaturés puis orsdalss brins se réapparier entre eux.
Ces molécules ont été séparées sur une colonnehdsmatographie en conditions
dénaturantes. Les brins sont relargués de la celatautant plus vite qu'ils sont moins
stables. Ainsi, les hétéroduplex sont libérés tegpers (le mauvais appariement entraine une
instabilité), puis les homoduplex de l'alléle leiplriche en TA (la liaison T-A ne posséde que
deux ponts Hydrogene) et enfin les homoduplex al&le le plus riche en GC (la liaison C-G
posséde trois ponts Hydrogene). A chaque libératiomic est enregistré sur la courbe finale.

Les amplicons ont été analysés a trois températhre$8 et 60°C.

I1.6. PCR EN TEMPS REEL

11.6.1 Matériel végétal

Les fruits de six génotypes [quatre variétés d'geanC. sinensiy le citron Eureka(.
limon) et le pamplemousse Deep Red. (maximd] ont été récoltés a trois stades de
développement au cours de la période 2005-2006.trbés stades de développement sont

décrits dans le Tableau 7.

Tableau 7.Stades de développement des fruits récoltés.

Diamétre moyen (cm)+ET

Geénotype Aolt Novembre Février
Orange Shamouti 4,7+0,2 7,0+0,3 7,2+0,6
Orange Sanguinelli 4,9+0,4 5,4+0,1 6,2+0,1
Orange Cara Cara 5,7+0,2 8,4+0,5 8,6+0,4
Orange Huang pi Chen 5,1+0,2 7,2+0,4 8,3+0,3
Citron Eureka 3,4+0,1 4,8+0,1 5,4+0,2

Pamplemousse Deep Red 11,6+0,2 12,3+0,4 12,6+0,3
®moyenne pour 15 fruits + ET, écart type.

La pulpe des fruits a été immédiatement congelées azote liquide et conservée a
— 80°C. Les ARN totaux ont été extraits des sgos @es fruits d’apres une méthode dérivée
de celle décrite par MANNING (1991). Brievementeugse des cellules est réalisée par le
broyage dans l'azote liquide de la pulpe des fraitde mélange d’'un volume de poudre
obtenue dans deux volumes de tampon d’extractiois-HC|I 10 mM, EDTA 1mM, NaCl
100 mM, SDS 1% (v/v)] et un volume de phénol/chlorme/alcool isoamylique (25/24/1,
v/v) a pH 7. L'utilisation de phénol saturé en gmumet la séparation des acides nucléiques

et des protéines qui présentent des solubilitérdiites dans les solvants polaires. Le
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mélange précédent est centrifugé 10 minutes a @0a 4°C ; les ARN sont présents dans
la phase aqueuse tandis que les protéines prédigitd’interface solvant/eau. Ainsi, le
surnageant est placé dans un nouveau tube contemantume de phénol/chloroforme/alcool
isoamylique (25/24/1, viv). Le mélange est cengdful0 minutes a 5000 rpm a 4°C et le
surnageant est prélevé et placé dans un nouveaultab polysaccharides sont éliminés par
ajout de 0,2 volume d’acétate de sodium 3 M, 0 @bme d’éthanol absolu et 1 volume de
chloroforme/alcool isoamylique (24/1, vi/v) et pantrifugation 10 minutes a 5000 rpm a
4°C. Le surnageant est une nouvelle fois lavé 'pgrut d’'un volume de chloroforme/alcool
isoamylique (24/1, v/v) et par centrifugation 10noties a 5000 rpm a 4°C. Puis, les ARN
présents dans la phase aqueuse sont précipitégopad’un volume de chlorure de lithium 4
M et incubation une nuit a 4°C. Apres centrifugattbune heure a 14 000 rpm a 4°C, le culot
est lavé a [l'éthanol 70% (v/v) puis repris dans It d'eau traitte au DEPC
(diéthylpyrocarbonate). Un volume de phénol/chlorofe/alcool isoamylique (25/24/1, viv)
est ajouté et le mélange est centrifugé 10 mirautk$ 000 rpm a 4°C. Le surnageant est placé
dans un nouveau tube contenant un volume de cblonefalcool isoamylique (24/1, v/v) et
le mélange est centrifugé 10 minutes a 14 000 rpitCa Aprés récupération du surnageant,
les ARN sont précipités par ajout de 0,1 volumecétate de sodium 3 M et 2 volumes
d’éthanol absolu. Apres incubation d’'une heure 20°C, la solution est centrifugée 15
minutes a 14 000 rpm & 4°C. Le culot est lavé avexsolution d’éthanol 70 % (v/v), séché
puis repris dans 100 ul d’'eau DEPC. Les ARN exraint conservés a — 80°C. Les ARN
sont ensuite purifiés par l'utilisation d’'une DNdsdu kit RNeasy Plant Mini Ki{Qiagen)
selon la méthode recommandée par le fabricant. uaitq des ARN a été vérifiee par
migration sur gel d’agarose 1,2 % (p/v) suivie @wisualisation sous lumiere UV d’apreés le
protocole de SAMBROOIt al. (1989).

11.6.2. Définition des amorces

Les amorces utilisées pour I'amplification spécaitgdes ADNc des genéxs Psy, Pds
Zds Lcy-b, Hy-b et Zep sont présentées dans le Tableau®3® article, partie 11.3.1. Ces
amorces ont été définies a partir des alignemesgsséquences codantes de ces genes qui ont
éte isolées a partir des fruits d’agrumes et qot desponibles dans les bases de données. Le
logiciel BioEdit version 7.0.5 (http://www.mbio.ncgdu/BioEdit/bioedit.html), programme
clustalW alignement multiple, a été utilisé poualignement des séquences et le logiciel
Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htrppur la définition des amorces avec les
conditions suivantes :

- taille de 'amplicon 50-150 pb ;
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- taille des amorces minimum 19, optimum 20, maxinim

- Tm minimum 59, optimum 60, maximum 61 ;

- pourcentage de GC minimum 45%, optimum 50%, marib5% ;
- pas plus de 3 G consécuitifs ;

- les 5 derniers nucléotides ne doivent pas comppltis de 2 G ou C consécutifs.

11.6.3. Quantification des ARN totaux

Les ARN totaux ont été quantifiés par fluorimétagec l'utilisation du RiboGreen
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA). Seul le corglARN-RiboGreen émet de la
fluorescence (émission maximum a 520 nm). Ainstldeage n’est pas faussé par la présence
de protéines ou de nucléotides libres provenanR#lAou ADN dégradés. Cette méthode

permet de mesurer des concentrations d’ARN conseste 1 ng.mt et 1pg.mL.

11.6.4. Réaction de PCR en temps réel

Un appareil LightCycler 2.0 (Roche) muni du logidigghtCycler 4.0° a été utilisé. La
réaction est réalisée a partir de 50 ng d’ARN totdans un volume de 10 pL contenant 2,5
unités Multiscribe Reverse Transcriptase (AppliedsBstems), 1 unité RNase Inhibitor
(Applied Biosystems), 2 pL LC FastStart DNA MastddS SYBR Green | (Roche) et 2,5
UM de chaque amorce. ltaverse transcriptio{RT) est réalisée a 48°C 30 minutes. Aprés
une dénaturation a 95°C pendant 10 minutes, lases¢gs d’ADNc sont amplifiees d’apres

le programme détaillé dans le Tableau 8.

Tableau 8.Etapes du programme de PCR en temps réel.

Température  Durée Nombre de
cycles

RT 48°C 30 min 1
Dénaturation 95°C 10 min 1
Dénaturation 95°C 2s
Appariement 60°C 10s 45
Elongation 72°C 15s

95°C 15s
Fusion 42°C 1 min 1

95°C 0s
Refroidissement 40°C 20 s 1
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L’intensité de la fluorescence émise par le SyBedar intercalant de I'’ADN double brin,
est enregistrée durant la phase d’élongation a .7R&Cspécificité de I'amplification est
illustrée par la courbe de fusion de I'ampliconrdgeéne d’intérét. Cette courbe est formée a
partir de la décroissance de la fluorescence dur $Syen au fur et a mesure de son
décrochage de I'ADN lors de la montée en tempésatdiu point de fusion, les deux brins
d’ADN sont séparés et la fluorescence diminue epieht. La courbe de fusion d'un
amplicon dépend de sa composition en nucléotidée st longueur. Tous les produits PCR
amplifiés avec le méme couple d’amorces doiventrakoméme température de fusion.
Ainsi, si I'amplification est spécifique, un seut@pparait sur la courbe de fusion. Des pics
supplémentaires peuvent étre présents si la réactast pas spécifigue ou dans le cas de la
formation de dimeres d’amorces puisque le SyBr Gaelie a tout ADN double brin d’ou

'importance de la définition des amorces.

11.6.5. Quantification relative des ARNm

L'appareil LightCycler permet d’analyser 'augmeida de la fluorescence (liee a
'augmentation de la quantité d’ADN) lors de la pbaéexponentielle de la PCR c'est-a-dire
lorsqu’il y a une relation linéaire entre le logldequantité d’ADN et le nombre de cycles. Le
logiciel mesure le nombre de cycles nécessairesgiteindre un niveau de fluorescence fixé
ou seuil. L'intersection entre ce seuil et la ceurde la réaction PCR (fluorescence en
fonction du nombre de cycles) est appeaEssing poin{cp). Plus les concentrations initiales
en ARN ou ADN sont faibles et plus la valeur cpasgrande. La Figure 18 illustre la relation
entre cp et le log de la concentration en ADN.
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Figure 18.Détermination desrossing pointga) et relation entre cp et log de la concentratio
en ADN (b).

Nous avons quantifié les ARNm par l'obtention d'uneurbe de calibration. Un
échantillon de méme nature que les échantillonsatyser (ARN totaux extraits de la pulpe
des fruits) de concentration connue est utilisér pmtenir cette courbe de calibration en
réalisant 10 points de dilution de cet échantikbren utilisant les mémes amorces et mémes
conditions PCR que pour les échantillons a analygerexemple de courbe de calibration

obtenu pour le genkly-b (valeurs cp en fonction du log de la concentragonARN) est
présente dans la Figure.19
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Figure 19.Courbe de calibration pour le gédg-b obtenue a partir d’'une série de
dilutions d’'un standard.

Les valeurs cp des échantillons a analyser soatrdéiées en fonction de cette courbe de
calibration ainsi que les quantités relatives d’ARMlans les échantillons analysés. Ces
valeurs sont ensuite divisées par la quantitéaieitid’ARN totaux dans les échantillons
mesurée précisément avec du RiboGreen d’apres tleode décrite par ALOSt al. (2006)
ce qui permet d’obtenir une bonne répétabilité atedyses. Chaque échantillon a été analysé

au moins trois fois.

[I.7. ANALYSES STATISTIQUES

11.7.1. Analyse de variance

Nous avons réalisé des analyses de variance a ateufa(facteur génotype) pour
comparer les 25 variétés d’agrumes sur la basetatemurs en caroténoides (variables
quantitatives) exprimées en mg.LL'analyse de variance & un facteur n’est autre zu
comparaison des moyennes de plusieurs échantdloiggnotypes. L'objectif de ces analyses
était de déterminer la contribution du facteur dgpe a la variance pour chaque caroténoide.

Ces analyses ont été réalisées avec le logiciel(SAS Institute Inc. 1989).

Nous avons également réalisé des analyses de smdadeux facteurs (facteur génotype
et facteur stade de développement) pour compasesixegénotypes étudiés lors des analyses
en PCR en temps réel sur la base des quantitéiseslan ARNm pour chacun des sept genes

de biosynthése des caroténoides (variables quardgp Ces analyses ont également été
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réalisées avec le logiciel SAS (SAS Institute h@89). Le test de Scheffé a été utilisé pour

classer ces six génotypes.

11.7.2. Classification automatique

Nous avons utilisé la méthode Neighbor-joining poasser les 25 génotypes sur la base
des compositions en caroténoides et le logiciel @Dy 4.0 (CIRAD Montpellier, France).
Le premier dendrogramme a été construit avec leucales dissimilarités avec I'indice de
Dice en prenant en compte la présence/absencesder@énoides utilisés comme variables
(voir Figure 1, ' article, partie 11l.1.). Le deuxieme dendrogramanété obtenu sur la base
des concentrations en caroténoides et le calcubidesmilarités avec la détermination des

distances Euclidiennes (voir Figure 2 drticle, partie 111.1.).

Indice de Dice D(i, j) = (b + c)/(2a + b +c)

a est le nombre de caroténoides commun chez leédusli et j ;

b est le nombre de caroténoides présents chesents chez |
c est le nombre de caroténoides absents chezéssnis chez j ;

d est le nombre de caroténoides absents chez i et |

Distances euclidienned(i, j) = (Z‘.lk(xik — >qk)2)1’2

Xik et %k sont les concentrations du caroténoide k respsngnt

pour les individus i et j.

Pour classer les 25 génotypes et construire dedrafgnammes sur la base de la
présence/absence des fragments obtenus avec lggemar RFLP et SSR, nous avons utilisé
la méthode Neighbor-joining et I'indice de Dice pdei calcul de dissimilarités (voir Figures
3,5 et 6, 2™article, partie 11.2.1.).

Nous avons également construit un arbre phyloggumetia partir des résultats des
analyses DHPLC sur la base d’'une matrice indivataglicons en utilisant une classification
hiérarchique ascendante, I'indice de Sokal et Mieheet le logiciel @DARwin 4.0 (voir
Figure 20 partie 111.2.2.).
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Indice de Sokal et MicheneD(i, J) = u/(m + u)

m est le nombre de caracteres identiques chgz i et

u est le nombre de caractéres différents chef i et

Nous avons classé les séquences du beyd avec le logiciel @DARwin 5.0 (CIRAD
Montpellier, France) en utilisant une classificatibiérarchique ascendante et I'indice de
Kimura (voir Figure 21 partie I1.2.2 et Figure partie 111.3.2.)

Indice de Kimura D(i, j) =% Ln (1 — 2w/L — u,/L) — ¥ In (1 — 2y/L)

Us est le nombre de transitions ;

uy est le nombre de transversions ;
u=uw+ U estle nombre de sites différents chezietj;
m est le nombre de sites identiques chezietj;

L = u + m est le nombre de sites conservés cheg i e

11.7.3. Analyse en composantes principales

Nous avons utilisé I'analyse en composantes prategppour étudier les liens entre les
données sur I'expression des sept genes de biesmties teneurs en caroténoides (17
variables quantitatives) et les quatre variétésraiges (4 individus). L’analyse en
composantes principales consiste a trouver un eggaclimension réduite (dim = 1, 2 ou 3)
sur lequel seront projetées ces 17 variables. h®spréduit est obtenu a partir des
composantes principales ou axes principaux qui gesittombinaisons linéaires des variables
initiales. L’espace réduit doit étre choisi de sadt avoir une information maximale ou une
dispersion maximale (variance maximale). Les deremjers axes qui ont été déterminés
expliquent 87,16% de l'information (voir Figure 3™ article, partie 111.3.). L'analyse en
composantes principales a été réalisée avec leiébfilStat (Addinsoft) a partir de la matrice

des corrélations.
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l1.1. STRUCTURATION DE LA DIVERSITE PHENOTYPIQUE E N RELATION
AVEC L'HISTOIRE DES AGRUMES

Les agrumes ont des compositions complexes enécaniokes : plus de 100 molécules
différentes ont été isolées dans les fruits. Lagax sur les caroténoides des jus d’agrumes
suggerent I'importance du facteur variétal danslileersité des compositions en caroténoides.
Cependant, ces travaux se sont surtout focalisdsesoranges, les mandarines ou les pomelos et
portent sur un petit nombre de variétés. De plufaparaison des données issues de ces études
est difficile étant données les différentes métodianalyse utilisées ou encore la diversité de
I'origine géographique des fruits étudiés, la M@ia de la composante environnementale
pouvant entrainer des différences importantes dapositions en caroténoides. Ainsi, nous
manquons de données sur le réle du facteur géeétigns la diversité des compositions en
caroténoides des agrumes, sur la variabilité ipéeifique et intraspécifique et sur I'organisation
de cette diversité.

Titre : La diversité des compositions en caroténoideseau du genreCitrus est fortement

influencée par les facteurs génétiques.

M.1.1. Résumeé

L'objectif de cette étude est d’analyser la streation de la diversité des compositions en
caroténoides dans les fruits des agrumes cultivd®ealuer le réle du facteur génétiqgue. Nous
avons étudié les compositions en caroténoides rdés fle 25 génotypes représentant les 8
especes d’'agrumes cultivées. Les fruits ont étéltésc sur des arbres, de la collection INRA-
CIRAD de la Station de Recherches Agronomiques de GSiuliano, soumis aux mémes
pratiques culturales. Pour chaque variété, 45sfraitt été prélevés sur trois arbres issus de
multiplication végétative par greffage (clones)slaaroténoides des jus de ces 25 génotypes ont
été analysés par HPLC en utilisant un appareilelgitt100, muni d’'une colonnesget d’'un
détecteur a barrette de diodes. Les caroténoideéténdentifiés par I'utilisation des temps de
rétention, des caractéristiques spectrales et dej@ctions avec des standards. Les caroténoides
ont été quantifiés par la réalisation de courbescdgbration avec lep-carotene, lap-

cryptoxanthine, la lutéine, le lycopéne etfl@po-8'-carotenal avec pour chaque étalon cing
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points de dilution. Deux arbres montrant les dis¢gnentre les génotypes ont été construits a
partir de la présence / absence des caroténoidgssotoncentrations en composés en utilisant la
méthode Neighbor-Joining. Le facteur génétique jonedle essentiel dans la structuration de la
variabilité des profils en caroténoides lorsquealgises facteurs comme la zone géographigue ou
les pratiques culturales sont minimisés. Sur lae s la présence/absence des composés nous
avons classé les génotypes en trois groupes. €latsification des 25 génotypes, appartenant
aux huit espéces d'agrumes cultivées, est en acewet les classifications établies
précédemment avec des marqueurs moléculaires seGes résultats suggerent que le processus
global d'évolution des agrumes est le principaltdac d’organisation de la diversité des
compositions en caroténoides. lls nous permettenprdposer les étapes de la chaine de
biosynthése responsables de la structuration devéasité des teneurs en caroténoides chez les
agrumes cultiveés. Enfin, nous discutons des mécmsisde régulations pouvant controler ces

étapes clés.

111.1.2. Article

Titre: Carotenoid Diversity in Cultivate@itrus is Highly Influenced by Genetic Factors.
FANCIULLINO, A. L.; DHUIQUE-MAYER, C.; LURO, F.; CAAANOVA, J.; MORILLON, R.;
OLLITRAULT, P.

Journal of Agricultural and Food Chemistr006, 54, p. 4397-4406.
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Carotenoid Diversity in Cultivated Citrus Is Highly Influenced

by Genetic Factors

ANNE-LAURE FanciuLLINO ' CLAUDIE DHUIQUE-MAYER,* ' FRANCOISLURO,*
JoserPHCASANOVA,® RAPHAEL MORILLON, AND PATRICK OLLITRAULT *

Centre de Coopération Internationale en Recherchengrique pour le Développement (CIRAD),
Département FLHOR, TA50/16, F-34398 Montpellier Cefigikrance; Institut National de Recherche
Agronomigue (INRA) UR GEQA Site de San Giuliano, 230 San Giuliano, France; and Université

de Corse, Equipe Chimie et Biomasse, UMR CNRS 6R84te des Sanguinaires,
F-20000 Ajaccio, France

Citrus fruits are complex sources of carotenoids with more than 100 kinds of pigments reported in this
genus. To understand the origin of the diversity of carotenoid compositions of citrus fruit, 25
genotypes that belong to the 8 cultivated Citrus species were analyzed. Juice extracts of mature fruit
were analyzed by high-performance liquid chromatography using a Cso column. The 25 citrus
genotypes presented different carotenoid profiles with 25 distinct compounds isolated. Statistical
analyses revealed a strong impact of genotype on carotenoid compositions. Two kinds of
classifications of genotypes were performed: on qualitative data and on quantitative data,
respectively. The results showed that variability in carotenoid compositions was more interspecific
than intraspecific. Two carotenoids, cis-violaxanthin and the R-cryptoxanthin, strongly determined the
classification on qualitative data, which was also in agreement with previous citrus variety
classifications. These findings provide evidence that, as for other phenotypical traits, the general
evolution of cultivated Citrus is the main factor of the organization of carotenoid diversity among citrus
varieties. To the authors’ knowledge this is the first study that links the diversity of carotenoid
composition to the citrus genetic diversity. These results lead to the proposed major biosynthetic
steps involved in the differential carotenoid accumulation. Possible regulation mechanisms are also

discussed.

KEYWORDS: Citrus; carotenoids; HPLC analysis; juice composition; bi

phylogeny
INTRODUCTION

Carotenoids are major components @itrus juice quality.
External and juice colors are mainly due to thesgnee of these
pigments. Carotenoids @itrus juices are also involved in the
prevention of chronic diseases such as certain ecang),
probably because of their antioxidant properti@s4)( In
addition, with more than 100 different kinds of a@noids
isolated in Citrus, citrus fruits are complex sources of
carotenoidsg).

The carotenoid composition of citrus juices hasnbegely
investigated. It has been demonstrated that thetersoid
composition of citrus juices was influenced by seldactors
such as the growing conditionS) the geographical origir6),
the fruit maturity 7), and particularly the citrus variet-(12).
Concerning this last factor, Kato et alllf showed that
mandarin and orange juices accumulated high cantdrgeveral
carotenoids (violaxanthin, lutein, zeaxanthin, anB-

* Author to whom correspondence should be addreqseléphone +33-
(0)467614482; fax +33(0)467614433; e-mail claudieique-mayer@cirad.fr].

T Centre de Coopération Internationale en RecheAgrenomique pour le
Développement (CIRAD).

F INRA Unité GEQA.

§ Université de Corse, Equipe Chimie et Biomasse.

osynthesis regulation; citrus

cryptoxanthin), whereas lemon juice was poor ins¢he
components. Goodner et al0f demonstrated that mandarins,
oranges, and their hybrids were quite distinct bseaof theil3-
cryptoxanthin contents. Juices of red grapefruistained two
major carotenoids: lycopene arfdcarotene 12). Despite the
carotenoid composition of some citrus varietiesayodeing well
characterized, the origin of this diversity is Istiiot well
understood. Only a few studies have compared thetereid
composition of citrus varieties that belong to eiént citrus
species. Consequently, very little is known abalationships
between carotenoid biosynthesis and citrus gerditiersity.
Further investigations dealing with genetic deteism of
carotenoid content diversity in th@itrus genus are required to
be able to manage theses traits in citrus-breqatiograms.

At the biochemistry level, carotenoid biosynthasisow well
established I3, 14). Carotenoids are synthesized in plastids by
enzymes that are nuclear encoddd)).( The Gg-carotenoid
skeleton is formed by the condensation of two mdes of the
C20-precursor geranylgeranyl diphosphate (GGDR)rteduce
the colorless 1%is phytoene under the action of the phytoene
synthase (PSY) enzyme. Then, in plants, two enzypiggoene
desaturase (PDS) agetarotene desaturase (ZDS), catalyze four
consecutive desaturation steps to convert phytagoethe red
lycopene. Recently, Isaacson et 46)(and Park et al.1¢) have
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isolated the gene that encodes the carotenoid issme
(CRTISO), which catalyzes the isomerization of pay
carotenoids tall-trans-carotenoids. Cyclization of lycopene is a
branching point: one branch leads¥gcarotene and the other to
-carotene. The lycopen&-cyclase (LCY-b) then converts
lycopene intol3-carotene in two steps, whereas the formation of
R-carotene requires the action of two enzymes, lgnep-
cyclase (LCY-e) and LCY-bl(). [3-Carotene is converted into
lutein by hydroxylations catalyzed hytcarotene hydroxylase
(HY-e) andR-carotene hydroxylase (HY-b). Other xanthophylls
are produced fronf-carotene with reactions of hydroxylations
catalyzed by HY-b and epoxidation catalyzed by ae#xn
epoxidase (ZEP). The carotenoid biosynthetic paghiaes been
known for a long time, but just a few studies hawestigated
the regulation of carotenoid biosynthesisQitrus (18-21). It is
worth noting that these works have been focused than
regulation of carotenoid biosynthesis during citrdsuit
maturation. Thus, we should improve our understanddf
regulation mechanisms involved in the variabilifycarotenoid
composition of mature citrus fruits. It is importaio identify
which part of the diversity is related to the adleliversity of the
genes involved in biosynthetic pathway and whick mndue to

a diversification of the regulation.

The origin and evolution of cultivate€itrus have been
widely investigated by numerical taxonomy based on
morphological characters2?, 23) and molecular marker
analyses24- 27). Strong correlations have been found between
phenotypical and molecular organization diversity the
interspecific level. Generalized linkage disequililm has
resulted from the evolutive story of cultivat&@itrus (26). All
authors have agreed to the existence of three nbasic taxa
from which originated all of the cultivated fornmSitrus medica
(citrons), Citrus reticulata (mandarins), andCitrus maxima
(pummelos). The global linkage disequilibrium magythe result
of an initial allopatric evolution of these threxa and a further
limitation of sexual recombination, probably due tbe
predominant apomixy of most varieti€s. medicais originated
from an area covering northeastern India, Burmal, western
China; C. reticulatafrom Vietnam, southern China, and Japan;
and C. maximafrom the tropical region of Malaysia and
Indonesia 28, 29). At the intraspecific level phenotypic diversity
may have resulted from mutational events combinigd sexual
recombinations for the basic tax@.(medicaand C. maxima
particularly). Only mutational events have beerolagd in the
diversification of secondary species suchGassinensisor C.
paradisi (26). Combined with human selection and clonal
multiplication, mutational events may have produ@echigh
level of phenotypic diversity, whereas global ganeliversity
analyzed with molecular markers has remained vewy or
negative. This was particularly true f@r sinensisWith regard
to the carotenoid contents, which are clearly dased with the
visual attractiveness of fruit, one may suppose thaman
selection has been an important factor in diveraifon process.

The objective of this paper is to analyze the omsion of
the diversity of carotenoid content in tRérus genus in order
(i) to evaluate how this organization is related,tbe one hand,
to the global structuration resulting from the origf cultivated
forms and, on the other hand, to more recent naunésielection
processes; (i) to try to identify the key stepgta# biosynthetic
pathway involved in this organization by a stoptteé pathway
or by a differential level of activity; and (iii)tahe end to
establish potential links between the evolution coftivated

Citrus and the functionality of key steps of the biosytithe

Table 1. Genotypes Used for Juice Preparation

no. common name Tanaka system ICVN no.2
1 Willowleaf mandarin C. deliciosa Ten. 0100133
2 Wase Satsuma C. unshiu Marc. 0100230
3 Hansen mandarin C. reticulata Blanco 0100357
4 Seedless pummelo C. maxima (Burm.) Merr. 0100710
5 Deep Red pummelo C. maxima (Burm.) Merr. 0100757
6 Chandler pummelo C. maxima (Burm.) Merr. 0100608
7  Etrog citron C. limonimedica L. 0100130
8 Diamante citron C. medica L. 0100540
9 Marsh grapefruit C. paradisi Macf. 0100188
10 Star Ruby grapefruit C. paradisi Macf. 0100293
11 Ray Ruby grapefruit C. paradisi Macf. 0100604
12 Shamouti orange C. sinensis (L.) Osb. 0100299
13" Sanguinelli orange C. sinensis (L.) Osb. 0100243
14 Cara Cara navel orange C. sinensis (L.) Osb. 0100666
15 Huang pi Chenorange  C. sinensis (L.) Osb. 0100567
16 Maroc sour orange C. aurantium L. 0110033
17 Bougquetier de Nice C. aurantium L. 0100688
18 Myrtle-leaf orange C. myrtifolia Raf. 0100708
19 Eureka Frost lemon C. limon (L.) Burm. f. 0100004
20 Volkamer lemon C. limonia Osbeck 0100729
21 Meyer lemon C. meyeri Yu. Tan. 0100549
22 Rangpur lime C. limonia Osbeck 0110050
23 Mexican lime C. aurantiifolia (Christm.) Swing. 0100140
24 Palestine sweet lime C. limettioides Tan. 0100802
25 Clementine C. clementina hort. ex Tan. 0100092

2 International Citrus variety numbering.

pathway.

MATERIALS AND METHODS

Plant Materials and Juice Preparation. Fruit of 25
genotypes belonging to th€itrus genus Table 1) were
harvested from adult trees at the last stage df development
[stage Il BO)] during the 2004-2005 season. Fruit maturity
depends on cultivar and climate. Fruit maturity veatimated
using commercial maturity indicator81 32). Therefore, the
development stage was characterized by determirpince
content, soluble solids content (SSC), titratabidity (TA), and
maturity index (SSC/TA ratio)T@ble 2).

Fruits were provided by the germplasm collection tbé
Station de Recherches Agronomiques INRA-CIRAD ofh Sa
Giuliano. All trees were subjected to standardwaltpractices.
For each of the 25 varieties, 3 individual plagigwing in the
same field, were used and 15 pieces of fruit welleated from
each plant on the same day as in Dhuique-Maydr @)aThus,

3 samples of 15 fruits were separately analyzeédoh variety.

Fruit samples were immediately hand-squeezed dtetefi
through a stainless steel sieve with 1 mm pore Siziee content
was expressed as percentage of fruit weight. Juvees placed
in sealed amber vials (15 mL) under nitrogen anut k®zen at
—20°C before analysis; storage time did not exckeaionth.
Maturity index determination was carried out on aiguot of
each fruit juice sample (15 mL). The TA of juicesasw
determined by titration to pH 8.2 with 0.1 mol LNlaOH and
expressed as percentage of anhydrous citric aoil, SSC was
determined with a refractometer (Atago model, 0-32%
Maturity index was evaluated as the SSC/TA ratio.
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Table 2. Characterization of Maturity Stage of the Genotypes Used

no. common name juice content (%+SD?) SSC’#SD TA® (%xSD) maturity index” +SD
1 Willowleaf mandarin 35.0£3.2 9.9+0.7 1.0+£0.1 10.0+1.6
2 Wase Satsuma 33.2+1.6 10.0+0.4 1.3+0.1 7.5+0.3
3 Hansen mandarin 46.9+2.4 9.4+0.6 1.5+0.1 6.2+0.9
4 Seedless pummelo 5.242.0 13.1+0.2 2.240.3 6.1+1.2
5 Deep Red pummelo 21.5+3.7 10.0+0.4 1.240.1 8.1+0.8
6 Chandler pummelo 19.4+0.9 11.5+0.5 1.1+0.1 10.6+0.3
7 Etrog citron 4.840.5

8 Diamante citron 5.3+0.2

9 Marsh grapefruit 31.6+1.4 10.8+0.2 1.6+0.0 6.6+0.2
10 Star Ruby grapefruit 31.9+0.1 10.2+1.1 1.740.2 6.0+0.0
11 Ray Ruby grapefruit 36.3+0.5 8.9+0.1 1.6+0.1 5.7+0.1
12 Shamouti orange 31.242.5 11.3+0.5 1.2+0.0 9.9+0.6
13 Sanguinelli orange 41.0£1.5 10.240.2 1.240.1 8.5+0.6
14 Cara Cara navel orange 44.3+£3.3 10.1+0.1 0.91+0.0 10.8+0.7
15 Huang pi Chen orange 39.9+3.9 7.4+0.3 1.2+0.1 6.4+0.6
16 Maroc sour orange 24.1+3.5 4.1+0.3

17 Bouquetier de Nice 18.6+2.3 3.310.2

18 Myrtle-leaf orange 32.4+1.4 3.610.0

19 Eureka Frost lemon 39.1+0.9 4.910.1

20 Volkamer lemon 37.3+1.5 4.5+0.3

21 Meyer lemon 41.1+2.3 4.1+0.1

22 Rangpur lime 42.4+1.0 5.04+0.2

23 Mexican lime 32.7+1.8 7.5+0.1

24 Palestine sweet lime 33.5+2.0 7.4+0.3 0.0+0.0

25 Clementine 32.6+2.2 10.840.3 0.740.0 16.3+1.7

33D, standard deviation. > SSC, soluble solid content. ©TA, titratable acidity expressed as percentage of anhydrous citric acid. 9SSC/TA ratio.

Table 3. Spectral characteristics of carotenoids found in juices of 25 genotypes

. a L e Amax (nm) observed Amax (Nnm) literature

no. RT (min+SD? tentative identification

peak | peak Il peaklll % I11/1l peak | peak Il peak Il % Ill/II ref
1 15.76+0.09 cis -apocarotenoid cis328 408 430 458 405 430 460 10 33
2 16.33+0.04 unidentified cis328 416 439 468 76 418 441 470 81.6 9
3 17.35+0.04 neochrome 399 422 448 75 399.7 420 446 10
4 17.96+0.05 unidentified 400 422 448
5 18.71+0.07 cis -violaxanthin cis328 412 436 464 81 cis328 414 438 466 95.1 9
6 19.59+0.04 luteoxanthin 396 418 443 75 397 419 445 92.4 9
7 19.92+0.04 mutatoxanthin 404 426 448 31 406.5 427.5 451.5 36
8 20.57+0.09 Jutein® 422 444 472 48 421 445 474 60 33
9 20.78+0.06 unidentified 407 428 451
10 21.89+0.04 zeaxanthin® 426 450 476 17 428 450 478 26 33
11 22.55+0.04 cis -antheraxanthin cis330 417 440 468 47 418.7 440.5 466.8 10
12 24.25+0.08 unidentified 422 446 473 44
13 25.40+0.09 unidentified cis338 420 444 470
14 25.89 unidentified 406 428 452 40
15 26.10+0.04 a-cryptoxanthin 422 445 473 47 421 445 475 60 33
16 26.96+0.06 zeinoxanthin 276 286 298 276 286 297 10 33
17 28.16+0.08 B-cryptoxanthin® 427 450 477 20 428 450 478 27 33
18 28.59+0.03 phytofluene 331 348 368 68 331 348 367 90 33
19 32.25+0.09 {-carotene 379 400 424 90 379 400 424 85.9 9
20 33.35+0.09 a-carotene 422 444 470 34 422 445 473 55 33
21 35.51+0.09 B-carotene” 452 477 12 425 450 477 25 33
22 36.84+0.09 cis-B-carotene cis342 425 449 475 cis340 422 446 473 34 19
23 38.82+0.04 unidentified 433 456 488
24 45.95 lycopene cis -isomer cis355 441 466 490 cis358 438 465 493 45 9
25 55.5740.06  |ycopene” 446 472 502 71 448 474 506 73.7 9

2 RT, retention time + SD, standard deviation. ° identified using authentic standards. Solvents used were water, MeOH and MTBE (refs 19, 10, and 36), water, MeCN:MeOH
(75:25), and MTBE (ref 9) and petroleum ether or EtOH or hexane (ref 33). Whatever the solvent, gradient programs were different. As a result these data were only used to
compare spectral characteristics found with those already described in different solvents.

Reagents and Standards.Extraction solvents were RPE

grade hexane, ethanol, and dichloromethane fronio&aba

(Val de Reuil, France). Analytic solvents were HPIgtade
methanol from Carlo-Erba and methert-butyl ether (MTBE)
from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany).
analyses were pure grade sodium chloride, sodiutfatsu

Reagentsr f

magnesium hydroxide carbonate, and 0.1 N sodiunmoxydke

from Carlo-Erba.

(purity of

standards was verified by HPLC and photodiode array
detection).

Preparation of Standards. Concentrations of standard
solutions were calculated by spectrophotometric sumement
dissolving standard with the appropriate solvend aising a
molar extinction coefficientefnol) (33). To prepare the solution
of internal standard, lycopene Brapo-8’-carotenal was diluted

Standards used were purchased from in dichloromethane to obtain a final concentratri 20 mg L-1
Extrasynthese (Genay, Francd}:carotene, R-cryptoxanthin,
zeaxanthin, lutein, lycopenef3-apo-8’-carotenal

for lycopene and 260 mg L-1 f8rapo-8’-carotenal.
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Table 4. Carotenoid Contents (Miligrams per Liter) in Juices of 25 Genotypes

retention times

carotenoids RT® 15.76 16.33 17.35 17.96 18.71 19.59 19.92 20.57 20.78 21.89 22.55 2425 254
Willowleaf mandarin mean 0.331 0.770 0.417 -° 2.389 - - 0.670 - 0.682 0.942 0.586 0.338
SD° 0.045 0.080 0.075 - 0.249 - - 0.067 - 0.060 0.069 0.071 0.072
Wase Satsuma mean 0.280 1571 0.443 - 4327 - - 0.953 - 0.586 0.981 2.220 0.390
SD 0.031 0.072 0.042 - 0.314 - - 0.055 - 0.039 0.167 0.199 0.068
Hansen mandarin mean 0.558 1.555 0.590 - 7.604 0.487 - 1.266 - 1.194 2.197 0.957 0.327
SD 0.041 0.245 0.042 - 0.924 0.027 - 0.089 - 0.152 0.208 0.118 0.045
Seedless pummelo mean - - - - - - - - - - - - -
SD - - - - - - - - - - - - -
Deep Red pummelo mean - - - - - - - - - - - - -
SD - - - - - - - - - - - - -
Chandler pummelo mean - 0.099 0.074 - 0.819 - - 0.086 - - 0.150 - -
SD - 0.007 0.017 - 0.009 - - 0.002 - - 0.008 - -
Etrog citron mean - - - - - - - - - - - - -
Diamante citron mean - - - - - - - - - - - - -
Marsh grapefruit mean - - - - - - - - - - - - -
Star Ruby grapefruit mean - - - - - - - - - - - - -
Ray Ruby grapefruit mean - - - - - - - - - - - - -
Shamouti orange mean 0.663 2.904 1411 0485 10.581 0.463 0.409 1.155 - 0.853 2.594 0.176 -
SD 0.046 0.155 0.212 0.035 1.038 0.043 0.055 0.072 - 0.065 0.437 0.036 -
Sanguinelli orange mean 0.355 2.097 1547 0.499 13.372 0.591 0.731 2534 - 1.577 4402 - -
SD 0.070 0.076 0.344 0.072 0.388 0.029 0.185 0.332 - 0.066 0.589 - -
Cara Cara navel orange mean 0.365 1.250 0.901 0.226 5.469 0.249 0.383 1.138 - 0.550 1.691 0.074 -
SD 0.098 0.203 0.115 0.023  0.647 0.020 0.079 0.203 - 0.134 0.239 0.015 -
Huang pi Chen orange mean - 0.222 0.126 - 0.315 0.099 - 0.190 - tr tr - -
SD - 0.026 0.019 - 0.053 0.019 - 0.049 - - - - -
Maroc sour orange mean - - - - 0.079 - 0.099 0.131 - 0.050 tr 0.075 0.062
SD - - - - 0.023 - 0.018 0.034 - 0.011 - 0.013 0.013
Bouquetier de Nice mean - - - - 0.400 0.082 - - 0.132 0.092 0.255 0.129 0.104
SD - - - - 0.050 0.008 - - 0.027 0.014 0.043 0.037 0.046
Myrtle-Leaf orange mean - - - - 0.462 0.131 0.157 0.186 - 0.119 0.297 0.180 0.186
SD - - - - 0.082 0.034 0.034 0.016 - 0.024 0.052 0.012 0.030
Eureka Frost lemon mean - - - - - - - - - - - - -
Volkamer lemon mean 0.291 0.219 0.218 - 0.990 0.349 0.191 - 0.267 0.123 0.416 - 0.161
SD 0.004 0.008 0.012 - 0.055 0.033 0.020 - 0.024 0.012 0.085 - 0.006
Meyer lemon mean - - - - - - - - - - - - -
Rangpur lime mean - 0.698 0.248 - 0.618 - 0.180 0.306 - 0.293 - 0.606 0.155
SD - 0.021 0.038 - 0.090 - 0.047 0.049 - 0.055 - 0.118 0.048
Mexican lime mean - - - - - - - 0.057 - - - - -
SD - - - - - - - 0.008 - - - - -
Palestine sweet lime mean - - - - - - - - - - - - -
Clementine mean 0.351 1.247 0.614 - 3.261 0.256 0.230 0.733 - 0.830 1.160 0.761 0.329
SD 0.039 0.163 0.073 - 0.321 0.036 0.016 0.080 - 0.050 0.088 0.113 0.046
F value 127.1 304.9 56.6 202.6 257.7 347.9 46.3 1415 194.1 223.0 99.0 161.2 78.8
P > F (%) <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
LSD® 0.052 0.131 0.168 0.028 0.64 0.028 0.075 0.148 0.012 0.084 0.31 0.113 0.044
retention times
carotenoids® 25.89 26.1 26.96 28.16 _ 28.59 32.25 33.35 35.51 36.84 38.82 45.95 55.57 total
Willowleaf mandarin mean  -" 0.298 1.126 10.287 1.267 0.465  0.133 1.781 - - - - 22.481
SD° - 0.043 0.262 0.698 0.258 0.047 0.051 0.373 - - - - 1.620
Wase Satsuma mean - 0.642 0.504 17.507 1.737 0.991 0.082 0.427 - - - - 33.642
SD - 0.044 0.052 0.897 0.166 0.044 0.026 0.030 - - - - 1.919
Hansen mandarin mean - 0.543 3.004 11.661 3.633 2.487 0.099 1.230 - - - - 39.392
SD - 0.053 0.547 1.714 0.552 0.365 0.009 0.228 - - - - 5.317
Seedless pummelo mean - - 0.138 - 0.081 0.065 - 0.329 - - - 0.300 0.912
SD - - 0.009 - 0.007 0.007 - 0.100 - - - 0.102 0.189
Deep Red pummelo mean - - 0.138 - 0.079 - - 0.943 - - - 1.536 2.697
SD - - 0.025 - 0.014 - - 0.115 - - - 0.076 0.096
Chandler pummelo mean - - 0.083 - - - - 0.360 - - - 0.495 2.165
SD - - 0.020 - - - - 0.105 - - - 0.122 0.024
Etrog citron mean  tr - - 0.093 - - - 0.134 - - - - 0.227
SD - - - 0.022 - - - 0.007 - - - - 0.019
Diamante citron mean - - - 0.057 - - - 0.122 - - - - 0.179
SD - - - 0.012 - - - 0.016 - - - - 0.026
Marsh grapefruit mean - - tr - tr tr - tr - - - - tr
SD - - - - - - - - - P - - -
1 | )
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Table 4. (Continued)

retention times

carotenoids® 25.89 26.1 26.96 28.16  28.59 32.25 33.35 35.51 36.84 38.82 45.95 55.57 total
Star Ruby grapefruit mean - - 2.130 - 1.711 0.369 - 2.826 0.171 0.287 - 10.072  17.566
SD - - 0.098 0.068 0.020 - 0.105 0.022 0.045 - 0.652 0.775
Ray Ruby grapefruit mean - - 0.581 - 0.510 0.293 - 1.142 - - - 6.855 9.381
SD - - 0.143 - 0.132 0.061 - 0.362 - - - 2.758 3.444
Shamouti orange mean - 0.288 0.758 2.694 0.703 0.957 0.091 0.587 - - - - 27.770
SD - 0.036 0.082 0.362 0.084 0.125 0.024 0.053 - - - - 2.064
Sanguinelli orange mean - 1.026 1.123 3.979 1.107 1.241 0.232 0.289 - - - - 36.703
SD - 0.111 0.111 0.230 0.100 0.071 0.029 0.020 - - - - 0.573
Cara Cara navel orange mean - 0.182 13.059 1.698 5.062 1.213 0.122 1.521 - 0.073 0.254 2.263 37.743
SD - 0.030 1.107 0.327 0.298 0.077 0.013 0.106 - 0.027 0.073 0.501 1.385
Huang pi Chen orange mean - - 0.265 tr 0.191 0.255 - 0.079 - - - - 1.743
SD - - 0.088 - 0.053 0.066 - 0.008 - - - - 0.094
Maroc sour orange mean - - - 1415 - 0.149 - 0.203 - - - - 2.263
SD - - - 0.153 - 0.018 - 0.050 - - - - 0.210
Bouquetier de Nice mean - - - 2.044 - 0.151 - 0.058 - - - - 3.446
SD - - - 0.266 - 0.041 - 0.008 - - - - 0.497
Myrtle-Leaf orange mean - - - 3.312 - 0.192 - - - - - - 5.224
SD - - - 0.642 - 0.030 - - - - - - 0.918
Eureka Frost lemon mean tr - - 0.165 tr 0.126 - tr - - - - 0.291
SD - - - 0.007 - 0.026 - - - - - - 0.020
Volkamer lemon mean - - 0.151 2,510 0.285 0.241 - 0.105 - - - - 6.517
SD - - 0.010 0.098 0.024 0.028 - 0.016 - - - - 0.181
Meyer lemon mean - - 0.097 0.863 - 0.108 - 0.192 - - - - 1.260
SD - - 0.016 0.046 - 0.012 - 0.032 - - - - 0.067
Rangpur lime mean - - - 3.996 0.187 0.253 - 0.862 - - - - 8.403
SD - - - 0.119 0.024 0.021 - 0.237 - - - - 0.157
Mexican lime mean - - - - - - 0.053 0.239 - - - - 0.349
SD - - - - - - 0.008 0.031 - - - - 0.046
Palestine sweet lime mean - - - 0.280 - - - tr - - - - 0.280
SD - - 0.009 - - - - - - - - 0.007
Clementine mean 0.214 0.946 9.087 1.265 1.098 0.147 2.434 - - - - 24.962
SD - 0.041 0.081 0.545 0.069 0.059 0.060 0.201 - - - - 1.169
F value 200.8 247.0 316.5 62.2 212.1 155.5 39.1 86.9 11939 67.9 46.9 51.8
P>F (%) <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01
LSD® 0.002 0.047 0.426 0.806__0.246 0.135 0.029 0.240 0.003 0.019 0.020 0.954

2 carotenoids are designed by their retention time in order of elution. ® hot detected.

°SD, standard deviation. ®tr<0.05 mg L™ ®least significant difference. For §3-

cryptoxanthin the limit of detection (LOD) is 0.0046 pg and the limit of quantification (LOQ) 0.0152 pg. Concentrations are the mean of at least three independent
determinations. The 25 genotypes are significantly different for all the 25 carotenoid pigments (P <0.01%)

Carotenoid Extraction. Carotenoid extraction was carried out
according to the method of Dhuique-Mayer et 8). Twenty
grams of juice was stirred with 120 mg of MgCO3 &&dmL of
extraction solvent (ethanol/hexane, 4:3 v/v, cante 0.1% of
BHT as antioxidant) for 5 min. Lycopene (7HQ of solution,
equivalent to 9ug) or3-apo-8’-carotenal (15QL, equivalent to
40 pg) was added as an internal standard. Residueepasated
from the liquid phase by filtration with a filteufinel (porosity
no. 2) and re-extracted with 35 mL of ethanol/hexéh3, v/v).
The residue was washed with 30 mL of ethanol artd 80 mL
of hexane until it was colorless. Organic phase®wransferred
in a separatory funnel and successively washed 2vith50 mL
of 10% sodium chloride and 3 x 50 mL of distilleciter. The
aqueous layer was removed. The hexanic phase s ubing
anhydrous sodium sulfate, filtered, and evaporated0°C in a
rotary evaporator. The residue was dissolved in RQOof
dichloromethane and 500L of MTBE/methanol (80:20, v/v).
This solution was diluted 6-fold in a MTBE/methamuixture
for varieties with numbers 1, 2, 3, 10-14, and &&e{Table 1)
and 3-fold for varieties with numbers 16-18 and220-Samples
were placed in amber vials before HPLC analysis.
Saponification. Hexanic extract was evaporated with a rotary
evaporator, redissolved with 20 mL of hexane, aladqu in a
50 mL amber vial to which was added 20 mL of 10%haeolic
KOH. Saponification was performed overnight at room
temperature protected from the light. The sampls wlaaken
under nitrogen in the sealed vial. The sample wassferred to a
separotory funnel to which 50 mL of distilled wateas added
to separate the layers. The hexanic layer was wastith

distilled water until free of alkali. The metharwlKOH layer
was extracted with 3 x 10 mL of dichloromethanee Extracts
were pooled and washed to remove alkali. The estraere
dried using anhydrous sodium sulfate, filtered, endporated in
a rotary evaporator. The residue was dissolved exxrithed
above. Analyses were carried out under red lightatoid
carotenoid degradation during extraction and sdjgation.

HPLC Analysis of Carotenoids.Carotenoids were analyzed
by HPLC using an Agilent 1100 system (Massy, France
according to the previously published method of iQhe-Mayer
et al. @). Carotenoids were separated along@dBlumn [250 x
4.6 mm i.d., 5um YMC (EUROP GmbH)]; the mobile phases
were HO as eluent A, methanol as eluent B, and MTBE as
eluent C. Flow rate was fixed at 1 mL min-1, column
temperature was set at 25°C, and injection volumae 20uL. A
gradient program was performed: the initial comaitivas 40%
A/60% B; 0-5 min, 20% A/80% B; 5-10 min, 4% A/81%18%

C; 10-60 min, 4% A/11% B/85% C; 60-71 min, 100%78:72

min, back to the initial condition for reequilibiat. Absorbance
was followed at 290, 350, 400, 450, and 470 nm gusin

Agilent 1100 photodiode array detector. Chromatolgia data
and UV-visible spectra were collected, stored, amdgrated
using an Agilent Chemstation plus software.

Identification and Quantification of Carotenoids.
Carotenoids were identified using retention timabsorption
spectra, and coinjection with authentic standafde®e spectral
fine structure value, % llI/ll, was calculated he percentage of
the quotient between band Il and band Ainéx), taking the
trough between the two bands as the baseline. Theitible
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Figure 1. Diversity of carotenoid profiles of the 25 genotypes on the basis of the presence or absence of carotenoids. The
tree was constructed according to the neighbour-joining method using a dice matrix of dissimilarity. The three clusters that

we have identified are circled.

spectra and % llI/ll were compared with those regabiin the
literature. Quantification of carotenoids was avhik using
calibration curves with3-carotene, 3-cryptoxanthin, lutein,
lycopene, and[3-apo-8'-carotenal with five concentrations.
Correlation coefficients ranged from 0.994 to 0.99Bther

carotenoids were quantified 8scarotene. Each carotenoid was

quantified using area collected at 290, 350, 460, 4r 470 nm

depending on its maximumh. Recoveries were determined by

adding internal standard (lycopenel®apo-8'-carotenal) before
the extraction of each sample analyzed and usedotrect
carotenoid contents after HPLC analysis. The canagon of
each carotenoid was expressed as milligrams mer Analysis
precision was checked from three consecutive eitres:
saponifications-injections of one sample (corresiiog to one
plant), and coefficients of variation wer®&%. Coefficients of
variation obtained from three consecutive extradtio
saponifications-injections of three samples beloggio the
same variety (corresponding to three plants) we26% for
almost all carotenoids areB0% for R-carotene and lycopene of
grapefruit and pummelo varieties. Concentratiores given as
the mean of data from three extractions. The totatents in
carotenoid pigments of juices from the 25 genotypese
calculated by summing concentrations of all compgisurtimits
of detection (LOD) and quantitation (LOQ) were cddted for
3-cryptoxanthin by preparing serial dilutions ofgltompound
in mobile phase (concentrations ranging from 1Qonig L-1).
Calibration curves and then LOD and LOQ were deitezth

with LOD ) 3 x Sa and LOQ ) 10 xSa (whereS is the
standard deviation of the blank signal anthe slope of the
calibration curve).

Statistical Analyses.The data matrix was composed of the
contents (mean of three samples) of 25 caroteraigimes and
25 genotypes. The carotenoid variables were scased for the
presence and 0 for the absence for qualitative ysisal
@DARwin 4.0 software (CIRAD, Montpellier, Franceasvused
for dissimilarity analysis and tree construction.wor
representations were constructed according to tkighhbor-
joining method and from the presence or absenceanébles
and a matrix of Dice’s distances for the first caed from
carotenoid contents and Euclidian distances fors#tond one.
Connections between clusters and qualitative vimsalvere
analyzed according to the chi2 method using the MEAand
FREQ procedures of SAS (SAS Institute Inc., Carg, N989).
The statistical comparison of data was performedAbyOVA
using the GLM procedure of SAS (SAS Institute Ii©89) to
reveal significant differences among the 25 genegygiudied.

RESULTS

Diversity of Carotenoid Composition of Citrus Genotypes.
For each of the 25 varieties at least 3 juice samfihree plants)

were analyzed by HPLC. Twenty-five carotenoids were

detected, and their chromatographic and specti@acteristics
are reported iMable 3. Variations in retention time wereg6%,
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and variations in wavelength wer@% for all pigments. Five
carotenoids were identified by comparison of theiention time
and UV-visible spectra with those of standards.e@ttpigments
were tentatively identified using spectral charasties reported
in the literature. Spectral characteristics of peatatch those
reported with an average difference<&®o. Carotenoid contents
were determined and expressed as the average taiicen of
three data in milligrams per liteféble 4). The comparison of
data by ANOVA showed that the 25 genotypes were
significantly different for all carotenoid pigmen{8 < 0.01%).
Consequently, a very strong effect of genotype dsnfl to
explain the variability of each component. Mandsrinranges
(apart from Huang pi Chen orange), and Clementine® the
species richest in carotenoid contents (total custe 22.481
mg L-1). Star Ruby and Ray Ruby grapefruits wess @mong
the richest citrus varieties with high total canatiel contents of
17.566 and 9.381 mg L-1, respectively, whereas Mars
grapefruit presented only traces of phytoene, ghudoe, (-
carotene, ané-carotene. Sour oranges and pummelos presente
total contents between those of mandarins, orangesi
Clementines and those of lemons, limes, and citneh&h were
the poorest in pigments (total contert$.26 mg L-1). However,
Volkamer lemon and Rangpur lime were richer in pgts than
sour oranges or pummelos, with 6.517 and 8.403 mg L
respectively, as total contenfsCryptoxanthin,3-carotenegis-
violaxanthin, and lycopene appeared to widely dbate to the
total amount of carotenoids, although some of there absent
in fruits of several genotypes. Thus, differencesveen the 25
genotypes were qualitative and quantitative. Moeep\vthe
analyses revealed more interspecific differencesan th
intraspecific differences.

Organization of the Carotenoid Diversity Based on he
Presence/Absence of Each Compoundhe tree ofFigure 1
was constructed on the basis of the presence enebof each
carotenoid. The 25 genotypes were classified inusters. The
first one comprised 13 genotypes (3 mandarins, Eigime, 4
oranges, 3 sour oranges, Rangpur lime, and Volkdemeon).
The second cluster was smaller, with 5 genotypesit(@ns, 2
lemons, and Palestine sweet lime). The third ose ebntained
5 genotypes (2 pummelos and 3 grapefruits). Mexicaa and
Chandler pummelo were not included in these thiasters.
Clusters and carotenoid variables were analyzeordicg to the
chi2 method to determine which pigments were mainly
responsible for these clusters. Two carotenoidongty
determined this classification: cis-violaxanthin and -
cryptoxanthin. cis-Violaxanthin was present in all varieties
belonging to cluster 1, whereas this pigment waseabin the
varieties of cluster 2. Similarly3-cryptoxanthin was present in
all varieties belonging to clusters 1 and 2 but \whsent for
varieties of cluster 3. Moreover, other xanthophylMere also
important for cluster 1: lutein, isolutein, and xzaathin.
Conversely, some carotenoids did not contributéh®o cluster
formation such as peaks 4, 9, 14, and 21-24Tabée 3). These
pigments were present in only one or two varietieart fromf3-
carotene (peak 21), which was present in almosbfathem.
Thus, for qualitative data it was possible to dstre the 23
citrus genotypes in 3 main clusters. Varieties ibgilog to the
same species were included in the same clusterpexoe
Rangpur lime and Volkamer lemon, which were located
cluster 1 and not in cluster 2 as expected.

Organization of the Carotenoid Diversity Based on he
Concentration of Each Compound.The tree ofFigure 2 was
obtained on the basis of the average concentratforach

Ray Ruby grapefruit

Wase Satsuma
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Figure 2. Diversity of carotenoid profiles of the 25 genotypes on
the basis of carotenoid contents. The tree was constructed
according to the neighbor-joining method using Euclidian
distances.

carotenoid from juices of three samples. To evalutie
quantitative data impact on the classification resly obtained
(Figure 1), we have imposed the structure of the tre€igtire

1 for the construction of the one Bfgure 2. It is important to
note that the distance scales are not the saffigimes 1and2.
Quantitative data revealed more information atitheaspecific
level. Concerning the varieties that were includedluster 1 of
Figure 1, mandarins and Clementines were separated from
oranges inFigure 2. Mandarins and Clementines accumulated
high amounts ofd-cryptoxanthin, whereas oranges accumulated
high guantities of  cisviolaxanthin (the B
cryptoxanthin¢isviolaxanthin ratio was>1.5 for mandarin and
Clementine varieties and0.3 for orange varieties) (s@able

4). Sour oranges, Rangpur lime, and Volkamer lemenewo
longer in cluster 1. Huang pi Chen orange was claseluster

2, this genotype having a low carotenoid contenfuice. 3-
Cryptoxanthin was the major pigment in sour oran&esgpur
lime, and Volkamer lemoncis-Violaxanthin was the major
pigment in Huang pi Chen orange, but the contemtthese
pigments were roughly 3 times lower than for orange
mandarins, and Clementines. It is worth noting thaée
repartition of the mandarin varietieskigures 1and2 does not
overlap. This was due to differenced¥eryptoxanthin contents.
Similarly, the spread of the group of oranges cdddexplained
by contents ircis-violaxanthin. Cara Cara orange was far away
from the other oranges; the accumulation of camtemch as
phytoene, phytofluene, and lycopene was higher.c&uming
cluster 2, all genotypes accumulated low amountsaoftenoids,
which explained why all varieties overlapped. Instér 3, the
spread of the group of pummelos and grapefruits wlas
greater. Two genotypes were distant: Marsh grajefamtained
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geran

1 carotenoid biosynthetic pathway for genotypes o$tgiul
carotenoid biosynthetic pathway for genotypes o$telu2

l carotenoid biosynthetic pathway for genotypes o$telu3

1 | LCY-e
! | LCY-b
a-carotene

l HY-e

a-cryptoxanthin

1 HY-b

lutein

ylgeranyl diphosphate

l lPSY
phytoene
lPDS
phytofluene
l lPDS
{-carotene
l lZDS
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lycopene ¥ 1 Lcyb
8 | LCY-b
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4 ZEP
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neoxanthin

Figure 3. Carotenoid biosynthetic pathway obtained through the qualitative carotenoid composition in 25 citrus genotypes.
Behaviors of genotypes of each cluster are represented by different arrows. PSY, phytoene synthase; PDS, phytoene
desaturase; ZDS, {-carotene desaturase; CRTISO, carotenoid isomerase; LCY-b, lycopene B-cyclase; LCY-e, lycopene ¢-
carotene hydroxylase; ZEP, zeaxanthin epoxidase; NSY, neoxanthin synthase.

only traces of pigments, which explained why it rteyeped
varieties of cluster 2, and Star Ruby grapefruigspnted the
highest content of lycopene.

DISCUSSION

Genotypic Component of Carotenoid Content Diversity
We analyzed the carotenoid composition of the 2totypes to
evaluate the contribution of genotype diversity darotenoid
profiles. Because the samplings were quite high ftdlis per
genotype) and several extraction/saponification/@Rinalyses
were performed for each genotype, we can conclbhdeé the
contribution of the genotype diversity to the vada of each
carotenoid is very high. Therefore, the carotendikrsity is
highly influenced by genetic factors when other rees of
variation such as growing conditions, geographaain, fruit
maturity, and method of analysis are minimized. he&e can
analyze more accurately the relationships betwesretg and
carotenoid diversities.

Relationships between the Organization of Carotendi
Contents and Genetic Diversity. Twenty-five genotypes were
evaluated on the basis of the carotenoids detéctpdces. The

classification obtained allowed us to distribute tfenotypes in
three clusters. Cluster 1 dfigure 1 contained the three
mandarins €. reticulatg, cluster 2 the two citron<C( medica,
and cluster 3 two of the three pummel@ (aximd These
three species being the three basic taxa of ctéth@itrus, our
results suggest that, as for other phenotypicébktrtne general
evolution of cultivatedCitrus has been the main factor of the
organization of carotenoid diversity. Looking toceedary
species, the classification obtained from qualitatidata
(presence- absence of 25 carotenoid componEigsre 1) is in
agreement with previous classifications based orecntar
markers, leading to phylogenetic inferences. In, ficcluster 1,
sweet oranges and sour oranges were close to niasmdamwas
demonstrated that they were closely related witihdaens but
possessed some alleles of pummeRS). (Clementine was also
in cluster 1 and, according to previous studids, genotype was
found to be a hybrid between a mandarin and a seoreige
(27). Rangpur lime and Volkamer lemon, which belong to
cluster 1, are hybrids between citron and mandamih between
citron and sour orange, probably back-crossed wigtmdarin,
respectively 27). The twoC. limonand the lime varieties were
in cluster 2 close to the citron, as was found witblecular

92



Structuration de la Diversité Phénotypique

markers. Nicolosi et al2{) suggested that lemons were hybrids
between citron and sour orange and that Palestimetslime
was a hybrid between a citron and a sweet oranigeilagy,
grapefruits were present in cluster 3. Indeed, these found to
be hybrids between pummelo and sweet ora@@e Moreover,
Mexican lime and Chandler pummelo, which shoulekgected
to be included in clusters 2 and 3, respectivelgrenisolated.
Concerning Mexican lime, one possible explanatisnthat
Mexican lime is a hybrid between a citron ditkus micrantha
(27), a species that was not included in our studye Th
micranthaparent may be responsible of the position of Maxica
lime on the tree ofigure 1. To confirm our conclusion, the
same method of analysis should be applied to ofeotypes.

Relationships between Carotenoid Profiles and Stepsf
the Biosynthetic Pathway.One purpose was to try to identify
the steps of the carotenoid biosynthetic pathwaxolired in
differential carotenoid accumulation. The behawbgenotypes
of each cluster is illustrated iRigure 3, where each arrow
shows which pigments were synthesized. Genotypetuefer 1
produced theis-violaxanthin and the lutein or the isolutein.dt i
important to stress that isolutein comes from futsy oxidation
that occurs in fruit 33). For genotypes of cluster 2, the last
detected compound wdscryptoxanthin. Concerning genotypes
of cluster 3, the last detected compound \@asarotene. For
cluster 1, our results lead us to guess that thestormation of
-carotene into [R-cryptoxanthin and zeaxanthin by
hydroxylations catalyzed bfg-carotene hydroxylase (HY-b) are
key steps. The transformation of zeaxanthin intdaxianthin by
zeaxanthin epoxidase (ZEP) seems also to play armmaje.
Indeed, theR-cryptoxanthinéis-violaxanthin ratio allows the
orange group to be differentiated from the mandgroup (tree
of Figure 2). Concerning the five genotypes of cluster 2,
qualitative data and especially quantitative daiggsst that the
most important step is the formation of phytoenemfr
geranylgeranyl diphosphate by the action of a pdngosynthase
(PSY). Actually, for all of the genotypes of clusg carotenoid
contents were very low. From the qualitative datse last
compound detected for the genotypes of cluster 3 fa
carotene. However, from the quantitative point ofwy
lycopene was present in a very large amount, whigjgests the
importance of the cyclization of lycopene, whichai®ranching
point in the pathway.

Relationships between Biosynthetic Pathway Functiality
and Citrus Evolutionary Process. Our results provide some
evidence that at the interspecific level differenaee qualitative
and that it can be due to the allopatric evolutibthe three taxa
and a limitation of sexual recombination. Actualhgnotypes of
cluster 1, closely related with mandarins, syntesbi all
compounds and particularlgis-violaxanthin. For genotypes of
cluster 2, related with citrons, and for genotypésluster 3,
related with pummelos, the biosynthesis was stoppelde level
of B-cryptoxanthin and3-carotene, respectively. Lutein was not
detected for genotypes of clusters 2 and 3. Atitbtraspecific
level, differences are quantitative. It can be sitated by
differences reported fo€. sinensisvarieties. On the basis of
qualitative data these genotypes were placed irstanul,
whereas quantitative data showed strong differendégese
results can be explained by mutational events theg
responsible for the diversification among theseoggres.

Hypothesis on the Regulation Mechanisms at These Ke
Steps. Several possible mechanisms were considered t@iexpl
the regulation of the carotenoid biosynthetic pathwOne
possible explanation was the existence of sevembims of

enzyme encoded by different genes or the existehaeveral
alleles of one gene. A second explanation was ferdiftial
expression of the biosynthetic genes at the trggtsmal level.
Another one was a defect in one enzyme activityiroran
enzyme-associated factor. Studies on tomato havemrated
that the accumulation of lycopene during fruit rijpe
wascontrolled by transcriptional regulation with imcrease of
the expression of PSY and PDS genes and a dowiatieguof
LCY-b and LCY-e 84). In Citrus, Rodrigo et al. 19) and Kato
et al. (1) also demonstrated that during fruit development
differential gene expression at the transcriptionabel
explaineddifferences in carotenoid accumulation. Dar
knowledge, only Kato et allf) studied the expression of the
biosynthetic genes using several genotypes belgngim
different species. These authors showed that thehamésm
leading to diversity inf3,R-xanthophyll composition between
Satsuma mandarin and Valencia orange was due tob HY-
substrate specificity and the balance expressiotwess
upstream biosynthetic genes (PSY, PDS, ZDS, and-bLand
downstream biosynthetic genes (HY-b and ZEP). Retigui of
gene expression at the transcriptional level saerbge the major
mechanism controlling the carotenoid accumulatiarirgy fruit
ripening and controlling the differences in carafen
accumulation between varieties. However, other mecms
should be investigated to explain the differencetwben
genotypes at mature stage. Actually, regulation thé
transcriptionnal level appears to be more releanexplain
differences between genotypes that are close ifogégetic
classifications. This proposition is supported ke tstudy of
Kato et al. 11), who have shown that the differences between
mandarin and orange were explained by this reguatThe
presence of different isoforms or different allele$ the
biosynthetic genes should be studied using genstigptonging
to the different clusters previously formed. Foraewple, the
existence of several isoforms of HY-b was suppoltgdtudies
on tomato and pepper, where two isoforms were ptese
depending on the tissue concern&&)( In Citrus, Kim et al.
(21) isolated two clones, CHX1 and CHX2, encoding Hf-b
that corresponded to alleles of the same genedditian, their
results suggested that the expression of HY-b geas not
regulated at the transcriptional level during maimddruit
ripening and that another isoform of HY-b or otlerzymes
involved in the carotenoid biosynthesis may bedcaptionally
regulated. Whatever the regulation mechanisms, ndetk
experiments are required. Indeed, it would be rssggsto
monitor the gene expression of varieties of theesatuster to
verify that carotenoid contents are dependent om dbne
expression involved in the key steps. It would dednteresting
to check if qualitative differences among clustars related to
the allelic diversity. For that, the estimation tof number of
gene loci and their sequencing would be required.

Conclusion. Our results based on the precence or absence of
carotenoid compounds showed that the 25 genotypare w
included in only 3 clusters. This classificationims agreement
with previous genetic studies. It stresses the fhat at the
interspecific level, the organization of the divigr®f carotenoid
composition is linked to the global evolution preseof
cultivated citrus rather than to more recent matati/human
selection process. However, this selection prodess been
clearly efficient for the intraspecific diversifitan of secondary
species such &8. sinensisand C. paradisi It mainly results in
guantitative variations that should be relatedhi modification
of specific—enzymatic—activities (mutation of theng of the
enzymes df the biosynthetic pathway) or to the fication of
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gene regulation. The genotypes of each clustertragg specific
functional or regulation mechanisms with respectdootenoid
biosynthesis. The different behaviors among theetulusters
lead us to identify the most important steps of biesynthetic
pathway involved in the diversification of carot@hcontents in
Citrus species. This information will be very useful farther
genomic works on the variability of the origin oérotenoid
biosynthesis.
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Origine de la Différenciation Interspécifique

I11.2. ORIGINE DE LA DIFFERENCIATION PHENOTYPIQUE
INTERSPECIFIQUE, ORIGINE PHYLOGENETIQUE DES GENES D E LA
CHAINE DE BIOSYNTHESE, ROLE DE L'EXPRESSION DES GEN ES

111.2.1. Origine phylogénétigue des génes de la wwide biosynthése des caroténoides

Nos premiers travaux sur la caractérisation phéngiye de 25 génotypes représentant les
8 espéces d'agrumes cultivées ont permis de meittrévidence I'importance du facteur
génétique dans la diversité des compositions estéraoides. De plus, nous avons montré que
le processus d’évolution des agrumes semble éperieipal facteur d’organisation de cette
diversité et que sur la base des compositions exrtéceides, les 25 génotypes se répartissent
en trois groupes qui correspondent aux trois espéleebase des agrumes. Nous avons
distingué les étapes de la voie de biosynthéseatesenoides qui paraissent impliquées dans
la différenciation de ces trois groupes : étapealysees par PSY, LCY-b, LCY-e, HY-b et
ZEP. Les travaux des paragraphes suivants analgseig sont les mécanismes moléculaires
impliqgués dans la diversité des compositions entéapides des agrumes. En nous appuyant
sur les résultats précédents et sur les donnégsnilides sur la régulation de la biosynthése
des caroténoides, nous proposons que la diversi#téalibles des genes de biosynthese des
caroténoides et le niveau d’expression de ces gamgsdeux méecanismes essentiels dans la
régulation de la biosynthése des caroténoides ldseagrumes. De plus nous formulons
I'hypothése que la régulation au niveau transaipiel serait davantage impliquée dans la
variation des compositions en caroténoides au uive@maspécifique, cette variation étant
guantitative. Dans ce deuxieme article, nous anal/$a diversité et I'origine phylogénétique
des fragments d’ADN porteurs des principaux geredadchaine de biosynthése chez 25
génotypes et nous étudions les liens entre cettrgiié et la variabilité phénotypique. Nous
discutons principalement de ces liens pour lesestapes distinguées dans notre premiére

étude.
Titre : Origine phylogénétique de sept genes de la ehdénbiosynthése des caroténoides

chez lesCitrus, est-ce un facteur de variation influencant la position en caroténoides des

jus ?
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.2.1.2...Resume
Le premier objectif de ce travail est de détermlaarombre de copies des genes de la voie de
biosynthése des caroténoides chez les agrumes.et@nds est d’étudier la variabilité
phylogénétique des fragments d’ADN porteurs degegees pour finalement analyser les liens
entre cette diversité allélique et la différendatphénotypique interspécifique. Sept génes de
la voie de biosynthése des caroténoides ont étgsasgoar I'utilisation de marqueurs RFLP
et SSR. Les analyses RFLP ont été réalisées siN'Aénomique de 25 génotypes
appartenant au gent@itrus digéré par 3 enzymes de restriction. Des fragmdA® N
complémentaires des géresy, Pds Zds Lcy-b, Lcy-e Hy-b et Zepmarqués aud]— *2P] ont
été utilisés comme sondes RFLP. Deux couples dessoramplifiant des motifs
microsatellites présents dans les séquences ceddesegénekcy-b et Hy-b ont également
éte testés. Le nombre de copies des genes étwdiésde un pour le gerey-ba au moins
trois pour le géneZds La structuration de la diversité génétigue demirags mise en
évidence par ces analyses RFLP et SSR est en aewer les organisations obtenues
précédemment par l'utilisation de marqueurs mobkices neutres. Cette structuration est
aussi en accord avec I'hypothése formulée surtthis de I'évolution des agrumes cultivés.
Nous avons ainsi proposé une reconstitution dérletsire allélique des espéces secondaires
a partir des alleles identifiés au sein des traiomns de base pour quatre genBsy Pds
Lcy-b et Lcy-eD’apres ces dernieres données, nous proposons gaeabilité allélique des
géned_cy-b etLcy-ecodant pour les deux lycopénes cyclases est ingsiglans la variabilité
de ces deux étapes de la voie de biosynthése. \Ematee, la diversité des autres étapes
déterminantes dans la synthése des caroténoidegaeses catalysées par les enzymes PSY,

HY-b et ZEP ne semble pas controlée par la prés#atieles spécifiques.

11.2.1.2.. . Article.
Titre : Phylogenetic diversity of seven genes of the camitebiosynthetic pathway, in the
Citrus genus; a variability factor influencing the caraig composition of juice?
FANCIULLINO, A. L.; DHUIQUE-MAYER, C.; LURO, F.; MQRILLON, R.;
OLLITRAULT, P.

Journal of Agricultural and Food Chemistrrticle soumis.
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Phylogenetic diversity of seven genes of the carotenoid biosynthetic pathway in the
Citrus genus; a variability factor influencing the carotenoid composition of juice?

ANNE-LAURE FANCIULLINO 1, CLAUDIE DHUIQUE-MAYERZ, FRANCOISLUROB, RAPHAEL MORILLONl,
PATRICK OLLITRAULT **,

Centre de Coopération Internationale en Rechergnendmique pour le Développement (CIRAD), UPR aanétion génétique des

espéces a multiplication végétative, Avenue Agnspol A A-75 / 02 — 34398 Montpellier cedex 5, FrapnCIRAD, UMR QUALISUD

Avenue J. F. Breton - TA B-95 / 16 - 34398 MonteellCedex 5, France; Institut National de la RecherAgronomique (INRA) UR
GEQA Site de San Giuliano, 20230 San Giuliano, €ean

The first objective of this paper was to analyze the potential role of allelic variability of carotenoid biosynthetic
genes in the interspecific diversity in carotenoid composition of Citrus juices. The second objective was to
determine the number of copies of these genes. Seven carotenoid biosynthetic genes were analyzed using RFLP
(restriction fragment length polymorphism) and SSR (simple sequence repeats) markers. RFLP analyses were
performed with the genomic DNA from 25 Citrus genotypes using several restriction enzymes. cDNA fragments of
Psy, Pds, Zds, Lcy-b, Lcy-e, Hy-b and Zep genes labelled with [a-*P] dCTP were used as probes. For SSR
analyses, two primer pairs amplifying two microsatellite sequences identified from ESTs of Lcy-b and Hy-b genes
were designed. The number of copies of the seven genes ranged from one for Lcy-b to three for Zds. The global
genetic diversity revealed by the RFLP and SSR profiles was in agreement with the genetic diversity obtained
from neutral molecular markers. Genetic interpretation of RFLP and SSR profiles of four genes (Psyl1 Pds1 Lcy-b,
Lcy-el) enabled us to make inferences on the phylogenetic origin of alleles for the major commercial citrus
species. Moreover, the results of our analyses suggest that the allelic diversity observed at the locus of the two
lycopene cyclase genes Lcy-b and Lcy-el, is associated with interspecific diversity in carotenoid accumulation in
Citrus. The interspecific differences in carotenoid contents previously reported to be associated with other key

steps catalyzed by PSY, HY-b and ZEP, were not linked to specific alleles at the corresponding loci.

KEYWORDS: Citrus, carotenoids, biosynthetic genes, allelic variabil

INTRODUCTION

Carotenoids are pigments common to all
photosynthetic organisms. In pigment-protein comgde
they act as light sensors for photosynthesis bsb al
prevent photo-oxidation induced by too strong light
intensities {). In horticultural crops they play a major
role in fruit, root or tuber coloratior?( and in nutritional
quality. Indeed some of these micronutrients are
precursors of vitamin A, an essential component of
human and animal diets3)( Carotenoids also help
prevent chronic diseases such as certain cancetmlgy
due to their antioxidant propertie$-9).

The carotenoid biosynthetic pathway is now well
established §-7, Figure 1). Carotenoids are synthesized
in plastids by nuclear-encoded enzymeg). (The
immediate precursor of carotenoids (and also of
gibberellins, plastoquinone, chlorophylls,
phylloquinones, and tocopherols) is geranylgeranyl
diphosphate (GGPP). In light grown-plants, GGPP is
mainly derived from the methylerythritol phosphate
(MEP) pathway §-9, Figure 1). The condensation of two
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ity, Citrus phylogeny, regulation mechanisms.

molecules of GGPP catalyzed by phytoene synthase
(PSY) leads to the first colourless carotenoid: cis-
phytoene. Sequences of tRey gene have been isolated
and sequenced in several plant species includiogn fr
Citrus varieties 10). Phytoene undergoes four
desaturation reactions catalyzed by two enzymes,
phytoene desaturase (PDS) afidarotene desaturase
(zDS), which convert phytoene into the red-coloured
poly-cis-lycopene. The coding sequences of these two
genes are available in databasb3).(Recently, Isaacson
et al. (11) and Parket al. (12) isolated the gene that
encodes the carotenoid isomerase (CRTISO) which, in
turn, catalyzes the isomerization of palg-carotenoids
into alltrans-carotenoids. CRTISO acts on prolycopene
to form all-trans lycopene which undergoes cycioat
reactions. Cyclization of lycopene is a branchingnpo
one branch leads t@-carotene [f,p-carotene) and the
other to a-carotene [f,e-carotene). Lycopen@-cyclase
(LCY-b) then converts lycopene infpcarotene in two
steps, whereas the formation @fcarotene requires the
action of two enzymes, lycopenrecyclase (LCY-e) and
lycopeneB-cyclase (LCY-b) {3). Lcy-b genes have been
identified in several species includir@jtrus (10, 14).
The full coding sequence aty-egene has been isolated
and sequenced inCitrus (14). Alpha-carotene is
converted into_lutein by hydroxylations catalyzeyl &5
carotene hydroxylase.(HY-e) afiecarotene hydroxylase
(HY-b).+ @ther xanthophylls', aré. *produced froff:
carotene with hydroxylation re& tioaqs }:atalyzed-btyb
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and epoxydation catalyzed by zeaxanthin epoxidase
(ZEP). InCitrus, two cDNA clones encoding HY-b have

been isolated. These two clones, which displayerl th Gibberelins <<
Plastoquinone €<

same Southern blot pattern (one to three bandsnebta
with three restriction enzymes) and the same egjmes
pattern, were alleles of one gerié)( TheZepgene has
been isolated and sequenced in several speti@s (
Thus, carotenoid biosynthetic genes have been dlone
and sequenced inCitrus varieties. However, our
knowledge of the complex regulation of carotenoid
biosynthesis inCitrus fruits is still limited. We need
further information on the number of copies of thes
genes and on their allelic diversity @itrus as these can
influence carotenoid composition within th€itrus
genus.

Citrus fruits are among the richest sources of
carotenoids. The fruits generally display a complex
carotenoid structure and 115 different carotendidge
been identified inCitrus fruits (16-24). The carotenoid
richness of Citrus flesh depends on environmental
conditions, particularly on growing condition$6f, and
on geographical originl{). Hot tropical conditions are
favourable for redCitrus varieties like red grapefruits,
pummelos and some sweet oranges which produce high
levels of Ilycopene, while in other -cultivars,
Mediterranean conditions lead to higher total eotd
content (7-18. However the main factor influencing
variability of carotenoid quality in juice has besmown
to be genetic diversity. Katet al. (19) showed that
mandarin and orange juices accumulated high lefdls
cryptoxanthin and violaxanthin respectively, wherea
mature lemon accumulated extremely low levels of
carotenoids. Goodneet al. (20) demonstrated that
mandarins, oranges, and their hybrids could berlglea
distinguished by theip-cryptoxanthin contents. Juices of
red grapefruits contained two major carotenoids:
lycopene andp-carotene Z1-22. More recently, we
conducted a broad study on the organisation of the
variability of carotenoid contents in different tuated
Citrus species in relation with the biosynthetic pathway
(23). Qualitative analysis of presence or absencehef t
different compounds revealed three main clusters: 1
mandarins, sweet oranges and sour oranges; 2nitro
lemons and limes; 3: pummelos and grapefruits. Our
study also enabled identification of key steps e t
diversification of the carotenoid profile. Synthespf
phytoene appeared as a limiting step for aCittus
(cluster 2) while formation off-carotene and-carotene
from lycopene were dramatically limited in clustgr
(pummelos and grapefruits). Only varieties in cust
were able to produce violaxanthin.

In the same study2@) we concluded that there was a
very strong correlation between the organisation of
diversity with respect to carotenoid quality andchegic
diversity evaluated with neutral molecular marksush
as isozymes25) or RFLP g6). We also concluded that,
at the interspecific level, the organization of theersity
of carotenoid composition was linked to the global
evolution process of cultivate@itrus rather than to more
recent mutation events or human selection processes
Indeed, at interspecific level, a correlation betwe
phenotypic variability and genetic diversity is aoon
and is generally associated with generalized gameti
disequilibrium resulting from the evolution of dukited
Citrus evolution @5). Thus from numerical taxonomy
based on morphological trait27) or from analysis of

Tocopherols, ChIorf;phyIls Phylloguinones
A A A
Phytyl group
A
A

Geranylgeraiyl diphosphate (GGPP) €——

PSY GGPP
Phytoene

PDS
Phytofluene
PDS
{-Carotene
ZDS
Neurosporene

DS l CRTISO

trans- Lycopene
LCY-b
v-Caritene

LCY-e
&-Carotene
LCY-b

a-Carotene
HY-b

Zeinoxanthin
HY-e

Lutein

LCY-b
B-Carotene
HY-b
B-Cryptoxanthin
HY-b
Zeaxanthin
VDE ZEP
Antheraxanthin
VDE 'N, ZEP
Violaxanthin > 9-cis-Violaxanthin

NSY
Neoxanthin -> 9'-cis-Neoxanthin

_7>>> Abscisic acid

Figure 1. Carotenoid biosynthetic pathway in plants. MEP
pathway, methyerythritol phosphate pathway. PSY,
phytoene synthase. PDS, phytoene desaturase. ZDS, (-
carotene desaturase. CRTISO, carotenoid isomerase.
LCY-e, lycopene e¢-cyclase. LCY-b, lycopene B-cyclase.
HY-b, B-carotene hydroxylase. HY-e, e-carotene
hydroxylase. @ ZEP, zeaxanthin  epoxidase. VDE,
violaxanthin de-epoxidase. NSY, neoxanthin synthase.

molecular marker25-26 28) all authors agreed on the
existence of three basic tax@. (reticulata mandarinsC.
medica citrons; and C. maxima pummelos) whose
differentiation was the result of allopatric evadut. All
other cultivated Citrus species €. sinensis sweet
oranges, C. aurantium sour oranges,C. paradisj
grapefruits and C. limon lemons) resulted from
hybridization events within this basic pool excégpt C.
aurantifolia which may be a hybrid betwedéh medica
and C. micrantha(26). Below, all the above mentioned
species are referred to as secondary species. Mordo
appears that only mutational (or epigenetic) everdse
involved in the diversification of secondary spscgeich
asC. sinensisC. aurantiumor C. paradisi(25) while in
the three basic taxa displaying monoembryonic tiage
intraspecific diversity may have resulted from s#xu
recombination combined with mutational events.

Our previous result2@) and data or€itrus evolution,
lead us to propose the hypothesis that the molecula
variability supporting the organization of carot&ho
diversity at interspecific level preceded eventsatth
resulted in the creation of secondary species. Such
molecular variability may have two different effecbn
the one hand, variability of the gene sequencetaffine
specific activity of corresponding enzymes of the
biosynthetic pathway, and, on the other hand, ity
affects the expression of these genes.

The relationship between carotenoid profiles of
different Citrus species and biosynthetic gene expression
has only been investigated by Katbal. (19, 29. These
authors compared threeCitrus species, “Satsuma”
mandarin Citrus unshiu Marc.), “Valencia” orange
(Citrus sinensid.. Osbeck) and “Lisbon” lemorC{trus
limon Burm. f), and showed that the differential
carotenoid accumulation between the three specés w
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closely related to the expression of the carotenoid
biosynthetic genesCitPSY, CitPDS CitzDS CitLCYh
CitHYb, and CitZEP). The transcriptional regulation of
biosynthetic genes was not the only mechanism shown
be involved in the differential accumulation of e&noid

in Citrus fruits. Post-transcriptional regulations were also
shown to be involved, including changes in enzyme
activity due to specific alleled, 29).

At the time of writing, there is no available datathe
allelic diversity of Citrus genes of the carotenoid
biosynthetic pathway. The objective of this papaswo
test the hypothesis that allelic variability of $keegenes
partially determines phenotypic variability at the
interspecific level. For this purpose, we analysbd
RFLPs around seven genes of the biosynthetic pathway
of carotenoidsKHsy, Pds Zds Lcy-b Lcy-e Hy-b, Zep) in
a representative set of varieties of tlérus genus
already analysed for carotenoid constitution. Ctudyg
aimed to answer the following questions: (a) are th
genes mono or multilocus? (b) is the polymorphidm o
RFLP and SSR markers around these genes in agreement
with the general history of cultivatecCitrus thus
permitting identification of the phylogenetic omgiof
genes of the secondary species? (c) is this polyniEm
associated with phenotypic (carotenoid compound)
variations?

Table 1. Genotypes used for RFLP and SSR analyses.

common name Tanaka system ICVN number®

Willowleaf mandarin
Wase Satsuma
Hansen mandarin
Seedless pummelo
Deep Red pummelo
Chandler pummelo

C. deliciosa Ten.
C. unshiu Marc.
C. reticulata Blanco

C. maxima (Burm.) Merr.
C. maxima (Burm.) Merr.
C. maxima (Burm.) Merr.

ICVN 0100133
ICVN 0100230
ICVN 0100357
ICVN 0100710
ICVN 0100757
ICVN 0100608

© ® N o b wN k[

Etrog citron C. limonimedica L. ICVN 0100130
Diamante citron C. medica L. ICVN 0100540
Marsh grapefruit C. paradisi Macf. ICVN 0100188
10 Star Ruby grapefruit C. paradisi Macf. ICVN 0100293
11 Ray Ruby grapefruit C. paradisi Macf. ICVN 0100604

[N
N

Shamouti orange
Sanguinelli orange
Cara Cara navel orange
Morocco sour orange
Bouquetier de Nice
Myrtle-leaf orange
Eureka Frost lemon
Volkamer lemon

C. sinensis (L.) Osb.
C. sinensis (L.) Osb.
C. sinensis (L.) Osb.
C. aurantium L.

C. aurantium L.

C. myrtifolia Raf.

C. limon (L.) Burm. f.
C. limonia Osbeck

ICVN 0100299
ICVN 0100243
ICVN 0100666
ICVN 0110033
ICVN 0100688
ICVN 0100708
ICVN 0100004
ICVN 0100729

P~ e
© ® N o 0w

20 Meyer lemon C. meyeri Yu. Tan. ICVN 0100549
21 Rangpur lime C. limonia Osbeck ICVN 0110050
22 Mexican lime C. aurantifolia (Christm.) Swing. ICVN 0100140
23 Palestine sweet lime C. limettioides Tan. ICVN 0100802
24 Clementine C. clementina hort. ex Tan. ICVN 0100092

25 Huang pi Chen orange C. sinensis (L.) Osb. ICVN 0100567

? International Citrus Variety Numbering

MATERIELS AND METHODS

RFLP analysis. Genomic DNA was isolated from
leaves of 25Citrus genotypes table 1). Leaves were
provided by the germplasm collection of th&tdtion de
Recherche Agronomiquen San Giuliano, Corsica. Total
DNA extraction was performed according to Doyle &
Doyle (1987) 80) from 0.5 g of leaf tissue. The DNA
was quantified by measuring the increased fluoresee
of the Hoechst dye 33258. Total DNA (10 pg) was
digested with EcoRV, BanHIl, and Hindlll,
electrophoresed on 1 % agarose gels, and blotteal on

nylon membranes (Hybond-N, Amersham,
according to the manufacturer's recommendations.

UK)

To prepare probes, cDNA fragments of carotenoid
biosynthetic gene®sy, Pds Zds Lcy-b, Hy-b, Zep and
Lcy-e were obtained by PCR using Satsuma mandarin
(Citrus unshiuMarc.) cDNA as a template and specific
primers. Total RNA was isolated from fruits of Satsu
mandarin as described by Mannirglly, UV absorption
spectrophotometry and gel electrophoresis were
performed to test RNA quality as described by Sawkro
et al. (32). First-strand cDNAs were synthesized from
1ug of total RNA using First Strand cDNA synthesis k
(Fermentas). Primer pairs were designed f@itrus Psy
Pds Zds Lcy-b, Hy-b, Zep and Lcy-e full coding
sequences deposited in the database (GenBank accessi
numbers AF220218, AB046992, AB072343, AY166796,
AF315289, AB075547, and AY533827) (for primer
sequences and cDNA fragment length tdde 2). The
amplified fragments were separated by electroplemes
1 % agarose gel and purified with GFX PCR DNA and
gel band purification kit (Amersham, UK). The idignt
of all cDNA fragments was confirmed by sequencing
(MWG, Martinsried, Germany). The cDNA fragments
were labelled with ¢-*2P] dCTP (Megaprime DNA
Labelling System, Amersham, UK). In order to scrien
presence of intronic sequences and restrictiors dite
genomic DNA corresponding to RFLP probes,
amplifications were performed with genomic DNA ugin
primer pairs described iTable 2. Aliquots of PCR
products were purified with GFX PCR DNA and gel
band purification kit (Amersham, UK) and digesteithw
EcoRV, BarrHI andHindlll. Digestions were carried out
overnight at 37°C in a total volume of 200 uL with 4
units of restriction enzyme (Invitrogen), the 1X
corresponding reaction buffer, and 10 pg of DNA. PCR
and digestion products were separated by electreptso
on 1 % agarose gel.

Membranes were prehybridized at 65°C for 4-5 h in 50
mM Tris HCI pH 8, 10 mM EDTA pH 8, 5X SSC, 0.2 %
SDS, 1X Denhardt's solution, and 100 pg hdenatured
salmon sperm DNA. Hybridization was carried out at
65°C overnight in 50 mM Tris HCI pH 8, 10 mM EDTA
pH 8, 5X SSC, 0.2 % SDS, 1X Denhardt’s solution, 100
ug mL?! denatured salmon sperm DNA and 10 % Dextran
sulphate. Membranes were washed once at room
temperature in 0.5X SSC and 0.1 % SDS, once at 65°C
for 30 min in 0.5X SSC and 0.1 % SDS, and once at
65°C for 30 min in 0.25X SSC and 0.1 % SDS.
Membranes were exposed to X-ray film (Biomax MS
Film, Kodak).

SSR Analysis. Aliquots of total genomic DNA
extracted for Southern Blot analysis from leave26f
genotypes were used for SSR analysis.

Microsatellite sequences were screened fro@itaus
EST library which contained carotenoid biosynthetic
genes (Terokt al, 2007) 83). Two EST microsatellite
sequences were found: one corresponded tolLtyeb
gene and another one to tHg-b gene. Two primer pairs,
flanking the SSR motifs, were designed: 1210 and8138
(seetable 3) (33). These two primer pairs were used for
SSR analysis and nuclear microsatellite amplificetio
PCR amplifications of the samples were performedgusin
a PTC-200 thermocycler (MJ Research Inc.) in 15 uL
final volume containing 0.8U ofaq DNA polymerase
(Eurogentec) and corresponding 1X reaction buffér,
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ng of Citrus genomic DNA, 0.2 mM of each dNTP, 1.5
mM MgCl,, 0.2 pM forward primer and 0.2 pM reverse
primer. The following PCR programme was applied:
denaturation at 94°C for 5 min and 35 repeats of the

following cycle: 30 s at 94°C, 1 min at 55 or 60°G, ¢
at 72°C; and a final elongation step of 4 min at(&2°
Samples were then kept at 4°C prior to analysiserAft
adding 15 pL of loading buffer [98 % formamide,
EDTA, 0.25 % (w/v) bromophenol blue, 0.25 % (w/v)
xylene cyanol], the mixture was denatured at 92%C3fo
min and kept at 70°C during gel loading. 6 pL ofteac

sample were loaded in 5 % denaturing polyacrylamide

(19:1 acrylamide:bisacrylamide) gels with 7.5 Mauia
0.5 % TBE buffer prior to electrophoresis at 60 W 20

h. Gels were silver stained using an improved mtho

adapted from Beidlezt al. (1982) 34).

Data analysis.To examine the organization of genetic

diversity within the 25 genotypes, Neighbor-joinitiges
were determined with @DARwin 4.0 software (CIRAD
Montpellier, France). Dice matrixes of dissimilgrivere

calculated from presence/absence of RFLP or SSR bands

from patterns of the seven genes.

Table2. List of primers used for cDNA amplification and RFLP analysis

Gene

Pr

imer

Amplicon size

RESULTS

Global diversity observed by RFLP analysisRFLPs
analyses were performed using probes defined from
expressed sequences of seven major genes of the
carotenoid biosynthetic pathwafigure 1). One or two
restriction enzymes were used for each gene. Ndne o
these enzymes cut the EST probe sequence except
Hindlll for the Lcy-e gene. Intronic sequences and
restriction sites on genomic sequences were saleene
with PCR amplification using genomic DNA as template
and with digestion of PCR products. The results izgid
the absence of an intronic sequenceHeay and Lcy-h
Conversely, we found introns Pds Zds Hy-b, Zep and
Lcy-egenomic sequences corresponding to RFLP probes.
EcoRV did not cut the genomic sequencesPdf Zds
Hy-b, Zep and Lcy-e In the same way, ndBanHl
restriction site was found in the genomic sequelzks
Zds and Hy-b. An example of RFLP gel is given in
Figure 2 for the combinationEcoRV / Lcy-b. Data
relative to the global diversity observed for thtfedent
genes are presented Table 4. A total of 58 fragments
were identified, six of them being monomorphic gmet
in all individuals). In the limited sample of therée basic
taxa, only eight bands out of 58 could not be oleztrin
the basic taxa, the mean number of bands per gamoty

Poy_2 Forward o OCeTTETATCACETARSS 397 pb observed was 24.7, 24.7 and 17 for reticulatg C
Psy_1 Reverse 5.CTTAAAGTTCCGGGT-3' _ Ay chf A ! a ..
P Lo SCMCTIGEGTATGRTES g, imetioide 1o 36 . aurantiny for the. secondar
Pds_1 Reverse 5-TTCACTTTCTCCGGC-3' N ' N y
Zds_1 Forward 5. TTCTTCAGTTCTGTTTCCT-3' 657 pb zg%cées- The four sweet oranges analyzed displtyed
Zds_1 Reverse 5-GAGCATTTCTTGCTTTATC3 profiles for all genes as did the three rgnutaﬂves
o TGOS i hyen, st o hes e st
Lcy-b_1 Reverse  5-TTTTCGACTTCAGCAAC-3' . ' il
e SmoTeey o meen b e S, The g
Hyb 1 Reverse > TTICTCTIACTOATCTCCTTCTS Neighbor-joining tree based on the Dice dissintyari
Zep_1 Forward S CAGTTAATCTTTCAACAGC S 635 pb index from the presence / absence of bands obséoved
Zep 1 Reverse  SnCTIATCTCCATOATCCTTAS all RFLP markers is given ifigure 3. Eighteen different
Ley-e_1 Forward - 5-GCTCCAAACTATGCTTCS 343 pb profiles were differentiated. Three main clustersrav
LCY-e_1 Reverse 5'-GTCTGATAAGGCACTTTCT-3' . e . K
= identified; the first grouped mandarins and sweahges,
the second pummelos and grapefruits, and the third
citrons and most of the actitrus. The two lemons were
Table 3. Primers used for SSR analysis. close to the aci€itrus cluster and the three sour oranges
Primer Putative function Primer sequence prssfcn{es?ze close to the mandarins / sweet oranges clusters Thi

1210 Forward
1210 Reverse
1388 Forward
1388 Reverse

5'-GCCAAAATGCATGTTCAAGA-3'
5'-GTGCCAATGATGATCACGTC-3'
5'-AAAACAAAGCACCCAGATCG-3'
5'-ACGGCAGCAACGAGATAAGT-3'

organisation is in complete agreement with the
phylogenetic organisation of tt@trus genus previously
described with neutral markers as well as the asgéion

lycopene B-cyclase 174-183 pb

B-carotene hydroxylase 133-142 pb

obtained with qualitative carotenoid compositioris.
seems consistent with our basic hypothesis thabmaj

Figure 2. RFLP hybridization pattern for the combination EcoRV / Lcy-b. 10 pg of genomic DNA from 25 Citrus genotypes
(numbers are identified in table 1) were digested with EcoRV. The arrows indicate the different fragments (E1, E2, E3, and E4)
characterized in gene by gene analysis.
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differentiation in the genes involved in the canutel
biosynthetic pathway preceded the creation of the
secondary hybrid species and thus that the allelic
structure of these hybrids species can be recansttu
from alleles observed in the three basic taxa.

Gene by gene analysis: thésy gene.For the Psy
probe combined withEcoRV or BamnHI restriction
enzymes, five bands were identified for the twoyemes
and two to three bands were observed for each gesot
One of these bands was present in all individuiere
was no restriction site in the probe sequence. &hes
results lead us to believe thHasyis present at two loci,
one where no polymorphism was found with the
restriction enzymes used, and one that displayed
polymorphism. The number of different profiles otveel
was six and four witlEcoRV andBarHI respectively for
a total of 10 different profiles among the 25 irdiwals
(Table 4).

Among the four polymorphic bands f&coRV we

found:

- one band (E1) common to all mandarins, “Seedless”
pummelo, all grapefruits, all sweet oranges, alirso
oranges, “Eureka” lemon, “Meyer” lemon and
clementine;

- one band (E2) common to “Willow leaf” mandarin,
“Deep red” pummelo, all grapefruits, all sweet
oranges, sour oranges and clementine;

- one band (E3) common to citrons and all acid
Citrus,

- one rare band (E4) only present in “Chandler”
pummelo.

Among the four polymorphic bands f@danmH| we

_.-"Etrog citron b
,-~’Diamante citromn b

Mexican lime

Palestine sweet lime Y
Volkamer lemon
Rangpur lime~”

Meyer lemon

Eureka Frost lemon

found:

- one (B1) band common to all genotypes excepted
“Satsuma” mandarin and “Seedless” pummelo;

- one (B2) rare band only present in “Seedless”
pummelo;

- one (B3) rare band only present in “Satsuma”
mandarin;

- one (B4) band common to “Seedless” and “Deep
Red” pummelos, all grapefruits, sweet oranges, sour
oranges and “Eureka” lemon.

All these bands were observed in basic taxon geaome
Assuming the hypothesis that all these bands destie
polymorphism at the same locus for &y gene, we can
conclude that for the three basic species we ffietihe
following alleles:

C. reticulata:

- Psyl 1E1B1
- Psyl 2E2B1
- Psyl 3E1B3

C. maxima
- Psyl 4E1B4
- Psyl 5E2B4
- Psyl 6E2B2
- Psyl 7E4B1

C. medica
- Psyl_8E3B1

We found allelic differentiation between the three
basic taxa with three alleles far. reticulata four for C.
maximaand one foiC. medica The alleles observed for
the basic taxa then enabled us to determine thetygmes
of all the other species. The presumed genotypethé®
Psy polymorphic locus are given iffable 5 Sweet
oranges and grapefruits were heterozygoRsyl_ 1/
Psyl 5 with one mandarin and one pummelo allele.
Sour oranges were heterozygoBsy1 1/ Psyl 3, they
shared the same mandarin allele with sweet orabges
had a different pummelo allele. Clementine was
heterozygous Rsyl 1/ Psyl_ 2 with two mandarin
alleles; one shared with sweet orandesy(_)} and one
with “Willow leaf” mandarin. “Meyer” lemon was
heterozygousRsyl 1/ Psyl_ 8, with the mandarin allele
also found in sweet oranges, and the citron allele.
“Eureka” lemon was also heterozygous with the same
pummelo allele as sour orangé%syl 4 and the citron
allele Psyl_8. The other acicCitrus were homozygous
for the citron allele.

The Pds gene. For the Pds probe combined with
EcoRV, six different fragments were observed. One was
common to all individuals. The number of fragmepés

individual was two or three. Results f&ds led us to
% believe that this gene is present at two loci, where no
polymorphism was found witBcoR5 restriction, and one
displaying polymorphism. Different height profilegere
observed.

e -

\
Souriorange”
arin ! it

,
‘\Wase Satsuma Hansen mandaln'ln 4
\
\

/,

Grapefruit

. Among the five polymorphic fragments we observed:
- - one band (E1) shared by mandarins, sweet and
sour oranges, clementine, “Eureka” lemon,
“Rangpur” lime and “Palestine sweet” lime;

- one rare band (E2) only observed in
“Volkamer” lemon;

- one band (E3) shared by the three pummelos,
sweet and sour oranges, grapefruits, “Meyer”
lemon and clementine;

o — o1

Figure 3. Global organisation of genetic diversity based on
RFLP markers defined from expressed sequences of
seven carotenoid biosynthetic genes. The tree was
constructed according to the Neighbor-Joining method
using a Dice matrix of dissimilarity.
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Table 4. Global description of RFLP profiles observed using cDNA of seven genes of the carotenoid biosynthetic pathway as probes.

Number of Minimum Maximum Number of Number of  Numb § Number of
Restriction | Total number umber 0. number of number of umber o umber o umbers o fragments not Number of ~ Number of
Gene monomorphic A fragments/C. fragments/C. fragments/C. . X N
enzyme of fragments fragments/indivi fragments . . . observed in profiles  profiles /gene
fragments dual Jindividual reticulata maxima medica basic taxa
EcoRV 5 1 2 3 3 3 2 0 6
Psy 10
BamHI 5 1 2 3 3 4 2 0 4
Pds Eco RV 6 1 2 3 2 2 2 2 8 8
Zds EcoRV 9 1 2 6 4 5 2 2 11 13
BamHI 5 1 3 5 3 4 3 0 7
Lcy-b Eco RV 4 0 1 2 1 2 1 1 7 7
EcoRV 4 0 1 2 2 2 1 0 6
Hy-b 8
BamHl 2 1 1 2 1 2 1 0 2
Zep EcoRV 7 0 2 4 4 3 2 1 10 10
Loy-e EcoRV 5 0 1 3 2 1 1 1 3 10
Hin dill 6 0 1 5 3 1 1 1 9
Table 5. Proposed genotypes and proposed phylogenetic origin of carotenoid biosynthetic genes of hybrid Citrus species
Gene Psyl Pdsl Lcy-b Lcy-el
Data used EcoRV + BamHI EcoRV EcoRV + SSR EcoRV
Genotype Phon_ge_netlc Genotype Phylo_ge_netlc Genotype Phyloge_netlc Genotype Phyloggnetlc
origin origin origin origin
C. reticulate Psyl 1 b Pds1_1 Lcy-b_1 /Lcy- Ley-el_4 /Lcy-
cv Willow leaf /Psyl 22 M/M /Pdsl_1 MM b 1 MM el 4 MM
C. reticulate Psyl 3 Pds1_1 Ley-b_1 /Lcy- Lcy-el_4 /Lcy-
cv Satsuma /Psyl_3 M/M /Pds1_1 MM b 2 M/M el 4 M/M
C. reticulate Psyl 1 Pds1_1 Lcy-b_1 /Lcy- Lcy-el_4 /Lcy-
cv Hansen /Psyl_1 MM /Pds1_1 MM b 1 MM el 4 MM
C. maxima Psyl_4 Pds1_2 Ley-b_3 /Lcy- Lcy-el_2 /Lcy-
cv seedless /Psyl 6 pIP /Pds1_2 pIP b_3 pIP el 2 PIP
C. maxima Psyl 5 Pds1_2 Ley-b_3 /Lcy- Ley-el_2 /Ley-
cv Deep red /Psyl 5 pIP /Pds1_2 pIP b_3 pIP el 2 pIP
C. maxima Psyl 7 Pds1_2 Lcy-b_4 /Lcy- Ley-el_2 /Lcy-
cv Chandler /Psyl_7 PIP /Pds1_2 PP b_4 PP el 2 pIP
C. medica Psyl 8 Pds1_3 Lcy-b_6 /Lcy- Ley-el_1/Lcy-
cv Etrog /Psyl 8 cie /Pds1_3 cie b_6 cie el 1 cie
C. medica Psyl 8 Pds1_3 Ley-b_5 /Lcy- Ley-el_1/Lcy-
cv Diamante /Psyl 8 cie /Pds1_3 cie b 6 cie el 1 cie
. . Psyl 1 Pds1_ 1 Ley-b_1/Lcy- Ley-el_4 /Lcy-
C. sinensis . IPsyl 5 M/P /Pds1_2 M/P b3 M/P el 4 M/M
. Psyl 1 Pds1_1 Ley-b_1 /Lcy- Lcy-el_4 /Lcy-
C. aurantium IPsyl_4 M/P /Pds1_2 M/P b 4 M/P el 2 M/P
. Psyl 1 Pds1_2 Lcy-b_3 /Lcy- Lcy-el_4 /Lcy-
C. paradisi IPsyl_5 M/P IPds1_2 P/P b 4 P/P el 2 M/P
’ Psyl 4 Pds1_1 Ley-b_1 /Lcy- Ley-el_4 /Lecy-
C. limon IPsy1_8 pP/C /Pds1_3 m/C b6 m/C el 1 m/C
. . Psyl 8 Pds1_3 . Lcy-b_1 /Lcy- Lcy-el_4 /Lcy-
C. limonia /Psyl 8 C/C IPds1_4 C/? b 5 m/C el 1 m/C
. Psyl 1 Pds1_2 Ley-b_1 /Lcy- Lcy-el_4 /Lcy-
C. meyeri /Psyl_8 m/C /Pds1_3 P/C b 6 M/iC el 1 m/C
. . Psyl 8 Pds1_1 Ley-b_1 /Lcy- Lcy-el_4 /Lcy-
C. limonia /Psyl_8 C/C /Pds1_3 m/C b 6 m/C el 1 m/C
- Psyl 8 Pds1_3 Lcy-b_7 /Lcy- Ley-el_3/Lcy-
— — ? — ? — ?)
C. aurantifolia /Psyl_8 C/C /Pds1_5 Cl7 b5 ?IC el 1 ?IC
' . Psyl 8 Pds1_1 Ley-b_1 /Lcy- Ley-el_4 /Ley-
C. limettioides IPsy1_8 CiC /Pds1_3 m/C b6 m/C el 1 m/C
. Psyl 1 Pds1_1 Lcy-b_1 /Lcy- Lcy-el_4 /Lcy-
C. clementina IPsyl_2 M/M IPds1_2 M/P b 3 M/P el 4 M/M

2 For each carotenoid biosynthetic gene, loci and alleles are identified as follows: Psyl_1 for the allele 1 of the locus 1 of Psy gene. ° M,
mandarin (C. reticulata) . P, pummelo (C. maxima). C, citron (C. medica). °?, specific allele not observed in the three basic taxa.

- one rare band (E4) only observed in “Mexican”
lime;

- one band (E5) shared by citrons and all acid
Citrus;

Assuming that the polymorphic bands are related to
the same locus, we observed a strong differentiatio
between the three basic taxa with the followingles:

C. reticulata:

- Pds1_1E1

C. maxima:

- Pdsl_2E3

C. medica:
- Pdsl_3E5

All the genotypes of the basic taxa were homozygous
and no polymorphism was found at intraspecific leve
Two additional alleles were observed in “Volkamer”
lemon Pdsl_4 E2) and “Mexican” lime Rds1_5 E4).
Genotypes of secondary species are giveahle 5.
Sweet oranges, clementine and sour oranges were
heterozygousRds1_1/ Pds1_2 with the mandarin and
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the pummelo allele. Grapefruits were homozygous
(Pds1_2/ Pdsl_2 for the pummelo allele. “Eureka”
lemon, “Rangpur” lime and “Palestine sweet” lime &er
heterozygousRds1_1/ Pds1_3 with the mandarin and
the citron allele. “Meyer” lemon was heterozygous
(Pds1_2/ Pdsl_3 with the pummelo and the citron
allele. “Volkamer” lemon and “Mexican” lime weresal
heterozygous with the citron allele and their sfeci
alleles.

The Zds gene. The Zds profiles were complex.
Respectively nine and five fragments were observidul w
EcoRV and BarHI restriction. For both enzymes, one
fragment was common to all individuals. The numbier
fragments per individual ranged from two to six for
EcoRV and three to five forBanHIl. There was no
restriction site in the probe sequence. It can dsimed
that several copies (at least three) of Bus gene are
present in theCitrus genome with polymorphism at at
least two of them. In these conditions and in theeace
of analysis of controlled progenies, we are unable
conduct genetic analysis of profiles. However ipegrs
that some bands have differentiated from the basia:
one for mandarins, one for pummelos and one foorcst
with EcoRV restriction and one for pummelos and one
for citrons withBanHlI restriction. Two bands out of the
nine obtained withEcoRV were not observed in the
samples of basic taxa. One was rare and only oedenv
“Rangpur” lime while the other was found in sour
oranges, “Volkamer” lemon and “Palestine sweet"elim
suggesting a common ancestor for these genotypes.

The Lcy-b gene with RFLP analysisAfter restriction
with EcoRV and hybridisation with thé&cy-b probe we
obtained simple profiles with a total of four fragnts

(figure 2). One to two fragments were observed for each

individual and seven profiles were differentiatedoag
the 25 genotypes. These results provide evidenae th
Lcy-bis present at a single locus in tBrus genome.

Ladder

The four bands were shared in the following way:

- E1 was shared by the three mandarins, all sweet
and sour oranges, clementine, “Eureka” and
“Volkamer” lemons, “Rangpur” and “Palestine
sweet” limes;

- E2 was shared by “Seedless” and “Deep Red”
pummelos, all grapefruits and sweet oranges,
clementine and “Meyer” lemon;

- E3 was specific to “Mexican” lime;

- E4 was shared by “Chandler” pummelo, all
citrons, grapefruits and sour oranges and all acid
Citrus.

The Lcy-b gene with SSR analysis-our bands were
detected at locus 121Q.dy-b gene) figure 4). One or
two bands were detected per variety confirming thist
gene is monolocus. Six different profiles were obaé
among the 25 genotypes. As with RFLP analysis, no
intra-taxon molecular polymorphism was found witGin
paradisi C. sinensiandC. aurantium

The four bands were shared as follows:

- S1 was shared by “Diamante” citron, “Volkamer”
lemon and “Mexican” lime;

- S2 was shared by the two citrons, “Eureka” and
“Meyer” lemons, “Rangpur” and “Palestine
sweet” limes;

- S3 was common to all individuals except citrons;

-S4 was specific to “Satsuma” mandarin.

Taken together, the information obtained from RFLP
and SSR analyses enabled us to identify the followin
alleles for thd_cy-bgene in the basic taxon samples:

C. reticulata

- Ley-b_1 E1S3
- Ley-b_2 E1S4

C. maxima
- Lcy-b_3 E2S3
- Lcy-b_4 E4S3

Figure 4. Silver-stained 5 % acrylamide gel showing polymorphism at locus 1210 (A, Lcy-b gene) and 1388 (B, Hy-b
gene) in 25 Citrus genotypes. Numbers represent genotypes described in Table 1. The arrows indicate different
fragments (174, 177, 180 and 183 pb for the gel A and 133, 139 and 142 pb for the gel B).
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C. medica
- Lcy-b_5 E4S1
- Lcy-b_6 E4S2

An additional allele, E3S3L¢y-b_7, was identified
for “Mexican” lime.

Differentiation was observed between the basic.tax
The profiles for all secondary species can b
reconstructed from these alleles. Deduced gene
structure is given inTable 5 Sweet oranges and
clementine were heterozygouscy-b_1/ Lcy-b_3 with
one mandarin and one pummelo allele. Sour orang
were also heterozygousdy-b_1/ Lcy-b_4 sharing the
same mandarin allele as sweet oranges but witthanot
pummelo allele. Grapefruits were heterozygdusy{b_3
/ Lcy-b_4 with two pummelo alleles. All the acid
secondary species were heterozygous, having oele all
from citrons and the other one from mandarimsy{b_J)
except for “Mexican” lime which had a specific ddle

The Hy-b gene with RFLP analysis.Four and two
bands were clearly differentiated witdRV andBanHl|
restriction enzymes respectively. One to two bandse
observed for each genotype with each enzyme. Tr
would appear to be coherent with the monolocusepatt
of Hy-b. However the fact that the three pummelo:
presented the same two band profiles with the tw
enzymes make this hypothesis questionable. Indeed 1
probability of these three genotypes to be hetegyoay
for the same alleles is rather low and an alteveati
hypothesis should be that pummelos have two cagfies
the Hy-b gene per haploid genome. It prevented us from
proposing a genetic interpretation for the concgrne
profiles.

The bands were shared as follows:

EcoRV
- E1: the two citrons, “Volkamer” and “Meyer”
lemons and “Rangpur” lime;
- E2: the three pummelos, the thi€e aurantium
and “Palestine sweet” lime;
- E3: all varieties except citrons;
- E4: “Satsuma“ mandarin.

BanH|
- B1: all genotypes;
- B2: the three pummelos and the three grapefruits.

The Hy-b gene with SSR analysisThree bands were
detected at locus 13881y-b gene) (sed-igure 4). One
or two bands were detected for each variety. This i
consistent with the hypothesis of only one locustlfis
gene. No intra-taxon molecular polymorphism wasfbu
within grapefruits, sweet oranges and sour orangks.
three bands were shared as follows:

- S1: “Seedless” pummelo, the two citrons and all

acidCitrus;

- S2: allCitrus except citrons and “Mexican” lime;

- S3: “Mexican” lime

All acid varieties were heterozygous and possetised
citron allele.

It should be noted that with both RFLP and SSR
analyses, all fragments were observed in the hagan
samples except for S3. A global analysis of the
relationship using data from Neighbor-Joining asilyf
RFLP and SSR data is presentedrigure 5. The tree
shows a clear separation between mandarin, clenggnti

Hansen mandarin

Willowleaf mandarin

Sweet orange

Seedless pummelo

Eureka Frost lemon

Palestine sweet lime

sweet and sour orange, and grapefruit genotypesedd
Citrus. “Seedless” pummelo is in the adgitrus cluster
because it shares with them the S1 SSR fragmenle whi
other pummelos are closer to the mandarin / ordnge
grapefruit cluster.

Wase Satsuma

Grapefruit

Deep Red pummelo
Chandler pummelo

Clementine

Sour orange

Separation between
the two clusters
distinguished

Meyer lemon
Volkamer lemon
Rangpur lime

Diamante citron

oo Etrog citron

Figure 5. Representation of diversity based on RFLP
and SSR analysis for the Hy-b gene. The tree was
constructed according to the Neighbor-Joining method
using a Dice matrix of dissimilarity.

The Zep gene.Seven fragments were observed with
the EcoRV restriction enzyme. Ten different profiles
were identified among the 25 varieties. NEcaRV
restriction site was found in the probe sequen@zhE
variety displayed two to four bands which suggéistd
this gene is present at two different loci in tB#rus
genome, and that we revealed polymorphism for e t
loci. Among the seven bands the following should be
mentioned:

- E3: only found in grapefruits;

- E5: specific to citrons among the basic taxon
samples and shared by all a@drus;

- E6: specific to mandarins among the basic taxon
samples and shared in heterozygous status by all
grapefruits, sweet oranges and sour oranges as
well as clementine and all aci@itrus except
“Meyer” lemon.

Except for “Seedless” pummelo and “Satsuma’
mandarin, all other members of the basic taxa ptede
only two bands and were probably homozygous at the
two loci. Moreover these homozygous individuals wiod
display intra-taxon diversity. Most of the secondar
species were heterozygous for at least one of dbe |
(three bands or more) except for clementine whiels w
identical to “Willow leaf” mandarin with only twodnds.
Global genetic relationships for this gene reveabsd
Neighbor-Joining tree analysis are presenteflidiure 6.
Each of these three secondary specigssinensisC.
aurantium and C. paradisiis represented by only one
individual. As in the other Neighbor-Joining tree
analyses, acidCitrus were separate from mandarins,
clementine, sweet and sour orange and grapefruit
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genotypes. Surprisingly, “Seedless” pummelo waseclo
to orange genotypes while the two other pummela® we
in the citron cluster.

The Lcy-e gene.Five RFLP fragments were observed
with EcoRV and five withHindlll restriction enzymes.
With the two restriction enzymes, we identified 11
different profiles. The number of bands per indiat

Seedless pummelo

Sour orange
Wase Satsuma

should be heterozygous for the common lodablé 5).

C. paradisi and C. aurantium presented the allele of
mandarins and the allele of pummelos while all acid
Citrus except “Mexican” lime presented the citron and
the mandarin allele. We thus propose that sweetges
and clementine are homozygous for the mandaritealle
For the second locus @. reticulatawe were unable to
determine if the secondary species were homozygous
heterozygous (presence/absence).

DISCUSSION

The number of gene copies and genetic diversity of

the genes involved in the carotenoid biosynthetic
pathway. The number of copies per haploid genome of
the seven genes of the carotenoid biosyntheticwzath

Willowleaf mandarin
Hansen mandarin
Clementine

Volkamer lemon

Rangpur lime
Eureka Frost lemon

Separation between
the two clusters
distinguished

Palestine sweet lime
Mexican lime

Chandler pummelo
Meyer lemon Deep Red pummelo

Diamante citron
Etrog citron

ob— o3

Figure 6. Representation of the diversity based on RFLP
analysis around the Zep gene. The tree was constructed
according to the Neighbor-Joining method using a Dice
matrix of dissimilarity.

ranged from one to three witBcoRV and one to five
with Hindlll. The individuals of two basic taxeC.
medica and C. maxima,displayed only one band for
EcoRV and Hindlll, while the three varieties of.
reticulatadisplayed the same profile with two bands with
EcoRV and three withHindlIll. Taking into account (i)
the presence of indlll restriction site in the EST probe
sequence, (ii) the observation of three and fivedlsavith
EcoRV and Hindlll respectively for secondary species,
we proposed the hypothesis thaly-eis present at only
one locus inC. maximaand C. medicagenomes but at
two loci in mandarin and otheZitrus genomes. Due to
the complexity and incertitude of genetic interptien
because of the presence dfliadlll restriction site in the
probe sequence, we limited our genetic interpiatato
the profiles observed witBcoRV.

Differentiation among the three basic taxa was
observed with one specific band 6r medica(E1), one
very close by folC. maxima(E2) and two specific bands
for C. reticulata (E4 and E5). The two bands €.
reticulata obtained withEcoRV were also observed in all
secondary species that had mandarin as one ancestra
parent. In the same way, one of the bands obsénveéd
medica or C. maximawas observed in all secondary
species with the exception of sweet oranges and
clementine, which displayed the same profile as
mandarins. “Mexican” lime presented a specific band
(E3) and the band of citrons. Under the hypoth#sas
Lcy-eis present in two copies per haploid genom€.in
reticulata whereas it is present in only one copyGn
maximaand C. medica most of the secondary species

was deduced from RFLP analyses. It ranged from one f
Lcy-bto at least three fatds

The Psy gene The observed profiles led us to
conclude thaPsyshould be present in two copies in the
Citrus genome. TwdPsy genes have also been found in
tomato (ycopersicon esculentymtobacco Nicotiania
tabacum), maize Zea maypand rice Qryza sativa (35-

37). Conversely, only on®sy gene has been found in
Arabidopsis thalianaand in pepperGapsicum annuum
which also accumulates carotenoids in fruig8-89.
According to Bartley and Scolnik (199335) Psylwas
expressed in tomato fruit chromoplasts whisy2 was
specific to leaf tissue. In the same way, Roaceae
(maize, rice), Gallaghest al (2004) 87) found thatPsy
gene was duplicated and th#&syl and not Psy2
transcripts in endosperm correlated with endosperm
carotenoid accumulation. These results underlirerale

of gene duplication and the importance of tissuectic
phytoene synthase in the regulation of carotenoid
accumulation. In our varietal sample and with the
restriction enzyme used, we found the first locoishe
monomorphic and the second to be polymorphic. The
locus appeared to be monomorphic for citrons, aneket

or five alleles were proposed for mandarins and
pummelos respectively. All bands were observedhin t
three basic taxon samples and, in addition, theqsed
allelic interpretation based on the two enzymatic
restriction profiles for basic species allows the
reconstruction of all profiles in the secondarycipg

The Pds gene. The profiles obtained witfEcoRV
restriction enzyme lead us to believe that Bus gene
has two copies il€Citrus genome. Conversely, studies on
Arabidopsis tomato, maize and rice showed tRaswas
a single copy gene38, 40-41). However, a previous
study onCitrus (42) suggests th®dsis present as a low-
copy gene family in theCitrus genome, which is in
agreement with our findings. IrCitrus, we found
monomorphic RFLP profiles for one locus with EcoRV.
Five alleles were identified for the other locubeTthree
basic taxa were differentiated with no intra-taxon
diversity in our samples. Two rare alleles werentified;
one for “Volkamer” lemon and one for “Mexican” lime

The Zds gene RFLP analyses withEcoRV and
BanHI suggest at least three loci for tEels gene. In
Arabidopsis maize and rice, lik€ds Zdswas a single-
copy gene 38, 41). We found no previous data on the
number of copies of théds gene in theCitrus genome.
Some bands differentiated the three basic taxathmt
multilocus status of this gene did not enable genet
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interpretation. Two fragments were not observedun
samples of basic taxa; one rare fragment only foand
“Rangpur” lime and the other one common @
aurantium “Volkamer” lemon and “Palestine sweet”
lime. This suggests a common ancestor betweerattes |
genotypes in agreement with the assumption of Ngiol
et al (2000) @6) that “Volkamer” lemon results from a
complex hybrid combination witlC. aurantiumas one
parent. It will be necessary to extend the analgtithe
basic taxa to see if these specific bands are préas¢he
germplasm of these taxa or result from mutatiorsr af
the formation of the secondary species.

The Lcy-b gene RFLP and SSR analyses suggested
that Lcy-b is present as a single copy in each haploid
Citrus genome. Two lycopengcyclases encoded by two
genes have been identified in toma#3)( The B gene
encoded a novel type of lycoperfecyclase whose
sequence was similar to capsanthin-capsorubin agath
B expressed at a high level in Beta mutants was
responsible for strong accumulation Pfcarotene in
fruits, while in wild-type tomatoes, B was expressed
low level. Combining RFLP and SSR data, we identified
four alleles that differentiated the three basixataAn
additional allele was observed for “Mexican” lime.

The Hy-b gene RFLP profiles suggest a monolocus
status. However, with this hypothesis the threempetos
would be heterozygous with the same profilesHodRV
and BanHI. Considering the low probability of such
results, we refrained from proposing a genetic
interpretation forHy-b. Moreover, twoHy-b genes were
found inArabidopsis thalianaggenome and in tomat8§,

44) while the Southern blot pattern obtained from
“Satsuma” mandarinl6) with three restriction enzymes
showed one to three bands, which is more consiafitéimt
the hypothesis of one locus. Additional analysethwi
additional restriction enzymes and the study ofldidp
genotypes of the three basic taxa will probablybémas

to determine the number of loci éfy-b in the Citrus
genome. All bands were observed in the basic taxon
samples. At the level of the basic taxa, we obskoree
band specific taC. maximaand one taC. medicawith
EcaoRV and one specific t&€. maximawith BanHl.

The Zep gene The observed RFLP profiles are in
agreement with the existence of two polymorphié foc
this gene. Only one copy of thep gene was found in
Arabidopsisgenome 88, 45). No previous data were
available on the number of copies @Ep in Citrus
genome. All bands except one were observed indkeb
taxon samples. Genotypes of these taxa are probably
mostly homozygous while partial or total heterozigo
was found in secondary species.

The Lcy-e gene The EcoRV and Hindlll profiles
observed lead us to propose that the gene is firasem
double copy in the haploi@. reticulatagenome whereas
only one copy is present ii. maximaand C. medica
Under this hypothesis, from the genetic interpietat
based orEccRV restriction, we conclude that the allelic
differentiation between the three basic taxa is mete
for the common locus. Only one additional fragmeas
observed for “Mexican” lime. All secondary speca®
heterozygous for this locus except sweet oranges an
clementine which are homozygous for the mandarin
allele. The results of Roneat al. (1999) @6) on tomato
suggest thakcy-eis a single-copy gene and that el
mutation is an allele dfcy-e The tomato Delta mutants

were orange, and accumulat&darotene at the expense
of lycopene. The Delta mutation changed the mRNA
level of theLcy-egene during fruit development.

Agreement with the hypothesis concerning the
evolution of cultivated Citrus. The organisation of
genetic diversity based on the RFLP profiles obthine
with seven genes of the carotenoid pathway was very
similar to that previously obtained with neutrallegular
markers such as genomic SS&7)( Moreover, in our
study, most of the fragments observed with RFLP58pD/
and all SSR fragments were observed in the limited
samples of the three basic taxa (8 genotypes)réngt
differentiation between the three basic taxa weso al
observed with numerous bands (or alleles in the cés
genetic interpretation) specific to one of thesatalhe
mean number of RFLP bands per individual was lower
for basic taxa than for the group of secondary iggec
This result indicates that secondary species arehmu
more heterozygous than the basic ones for thesesgen
which is logical if we assume that the secondasciEs
arise from hybridizations between the three baaia.t
MoreoverC. medicaappears to be the least heterozygous
taxon for RFLP around the genes of the carotenoid
biosynthetic pathway, as already shown with isoz/me
(25), RFLP @6) and SSR47) markers. All these results
suggest that the observed RFLP and SSR fragments are
good phylogenetic markers; in other words that the
observation of the same band in basic taxa anchdecp
species can be interpreted as the inheritance isf th
fragment from the basic taxa by the secondary taxa.

For the genes for which we were able to propose a
genetic interpretation, we reconstructed the oleskrv
profiles of secondary species from the alleles psep
for the three basic taxa. The proposed genotypesnar
full agreement with the hypothesis on the origirthedse
secondary specie®%-26. We illustrate this assumption
for six major commerciaCitrus species:

Sweet oranges and sour oranges were assumed to be
complex hybrids between mandarins and pummelos,
probably backcrossed with the mandarin gene p2gl (
For Psy and Lcy-b genes, they presented heterozygotic
profiles sharing the same mandarin allele and two
different pummelo alleles. FoPds sweet and sour
oranges shared the same heterozygotic profile @it
mandarin and one pummelo allele. Hary-e analysed
after ECORV restriction, we concluded that sweet oranges
had two mandarin alleles, while sour oranges were
heterozygous with one pummelo and one mandaritealle
For all other genes, we found a differentiationwssn
sweet and sour oranges. Sweet oranges were ggnerall
closer to mandarins than to sour oranges. Onlybamel
from sour oranges for theds gene and one from sweet
oranges and sour oranges tary-e (Hindlll) were not
observed in mandarin or pummelo samples. Sinceethes
two last species are polymorphic and we do not ktieev
real parents of sweet and sour oranges, it is jplelihat
a wider study of basic taxon germplasm will enable
identification of these fragments.

Clementine was assumed to be a hybrid between
“Willow leaf” mandarin and a sweet orang26). We
found the following organisation for the carotenoid
biosynthetic genes: clementine was heterozygoushfeor
Psy gene with two mandarin alleles, one shared with
sweet oranges and one specific to ‘Willow leaf
mandarin. It was heterozygous fBds and Lcy-b with,
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for each gene, one allele of pummelo (shared witkes
oranges) and one allele of mandarin. Moreover
clementine presented the same profiles as “Willeaf”|
mandarin for Hy-b and Zep genes. Its profile was
identical to sweet oranges fdccy-e and we thus
concluded that they share two alleles fr@mreticulata

for the locus common to all taxa.

Grapefruits were assumed to be hybrids between
pummelos and sweet oranges which originated in the
Caribbean after the introduction @itrus in the New
World by Christopher Columbu2%-26. For the Psy
gene, C. paradisi was heterozygous and displayed an
identical profile to sweet oranges with one pumneeid
one mandarin allele. FoPds and Lcy-b, C. paradisi
displayed only pummelo alleles with a homozygous
status forPdsand heterozygous fdarcy-b The pummelo
alleles found in sweet oranges were present intwloe
genes. Fotcy-e from theEcoRV analysis we concluded
that grapefruits were heterozygous with one mandari
and one pummelo allele. Moreover grapefruits shéred
Hindlll restriction bands of sweet oranges not obskrve
in the limited basic taxon samples. A RFLP fragment
specific to C. paradisiwas observed for th&ep gene
with EcoRV. As sweet oranges appeared to be totally
monomorphic for the molecular markers analyzedait
be assumed that this grapefruttep fragment was
inherited from its pummelo parent. Wider analysfs o
pummelo germplasm and particularly of Caribbean
germplasm should enable confirmation of this hypsih

Nicolosi et al. (2000) @6) proposed that lemons arose
from hybridization between sour oranges and citr&ios
Psy we found that “Eureka” lemon was heterozygous
with one allele of citron, and one of pummelo &isond
in sour oranges. FoPds Lcy-b and Lcy-e “Eureka”
lemon was heterozygous with one allele of mandarin
also observed in sour oranges- and one citroreallel

“Mexican” lime was assumed to be a hybrid between
C. medicaand C. micrantha(26). For all genes of the
carotenoid biosynthetic pathway, we found that
‘Mexican’ lime had one allele or specific bandsnfro
citrons, confirming the direct parentage of citrons
Moreover, among the eight out of 58 fragments not
observed in the three basic taxa, three were $pdoif
“Mexican” lime, as was one SSR band Hy-b. It can be
assumed that these four rare alleles of Mexicare lim
come fromC. micrantha

Relation between the phylogenic origin of alleles
and carotenoid content. From analysis of carotenoid
contents, we previously proposezB) that modification
of four major steps of the biosynthetic pathway can
explain the qualitative phenotypic differentiatiamong
Citrus species. The variability of these steps is propabl
due to a modification in the specific activity dfet key
enzymes (supported by allelic variability of the
corresponding genes) or by modifications in gene
expression. By analyzing the relation between phgrot
variability (23) and the organization of genetic diversity
of the key genes observed in the same genotypelssmp
we propose the hypothesis that phenotypic vartghii
linked to allelic diversity of the key gene for tifieur
steps concerned.

We proposedd3) that the formation of phytoene from
geranylgeranyl diphosphate catalysed by phytoéne

synthase is a key step in the differentiation tbais and
several acid lemons such as “Palestine sweet” lime,
“Eureka” and “Meyer” lemons from the oth@&itrus. In

the present study we found that for the polymorgtsy
locus, both acidCitrus producing very low levels of
carotenoids (citrons, lemons) and those with higher
carotenoid contents (“Rangpur” lime, “Volkamer” lem)o
were homozygous for the citron alleles. It is tholmsar
that the phenotypic differentiation cannot be htitéd to

the allelic variability observed among the basixatéor

Psy locus. The carotenoid composition of ad@itrus
may be due to the level of expression of carotenoid
biosynthetic genes. Katet al. (2004) (L9) showed that
the level of expression of genes that produdeh
xanthophylls was lower in juice sacs of “Lisbontrien
than in juice sacs of “Satsuma” mandarin. The genes
responsible for carotenoid catabolism were alsavaho

be involved. According to Katet al (2006) R9), the
expression level of carotenoid cleavage dioxygenase
genes CitNCED genes) which are involved in the
cleavage of,p-xanthophylls and abscissic acid synthesis,
controlled the accumulation ofd@s-violaxanthin in juice
sacs of “Lisbon” lemon, “Satsuma” mandarin and
“Valencia” orange. Moreover the expression level of
genes of the methylerythritol phosphate pathway may
play an important role as is the case in tomatdt.fru
Indeed, studies on tomato showed that carotenoid
contents were controlled by the coordinated expassf

Dxs andPsygenes 9). Regulations at the transcriptional
level appear to play a major role in a€ldrus.

A second key step is the cyclisation of lycopene
catalyzed by the lycopeng-cyclase (LCY-b). We
proposed Z%3), that this step is involved in the
differentiation of pummelos and grapefruits fronhent
Citrus. Pummelos and grapefruits producgaarotene
but accumulated mainly lycopene. Our results showed
that Lcy-b was a single-copy gene and that only
grapefruits had two pummelo alleles for this gemkile
other secondary species presented one allele from
mandarin and one allele from pummelo or from citron
This suggests that the carotenoid composition of
pummelos and grapefruits is due to pummelo allfdes
theLcy-b gene. The pummelo allele might be involved in
down-regulation of the activity of LCY-b occurring a
either the transcriptional or post-transcriptioleatel.

The two other key steps are catalyzedpbgarotene
hydroxylase (HY-b) and zeaxanthin epoxidase (ZEP)
which convert3-carotene into violaxanthin. According to
results of our previous stud23), mandarins, sweet and
sour oranges and clementine were characterizechdy t
presence of bottB-cryptoxanthin and violaxanthin in
juice sacs. “Rangpur” lime and “Volkamer” lemon,
which are hybrids between citrons and mandarins and
citrons and sour oranges -probably back-crossetl wit
mandarins- 26), also producedp-cryptoxanthin and
violaxanthin though in smaller amounts. The Neighbo
joining tree obtained from RFLP around tHg-b gene
and SSR analysis showed that “Deep Red” pummelo and
all grapefruits that did not produdecryptoxanthin but
did producep-carotene and accumulated lycopene were
grouped in the mandarin / orange cluster. This iples/
some evidence that the diversity in carotenoid
composition at the interspecific level is not lidke the
allelic diversity-observed. for th@ly=h gene. The level of
expression of this gene in the juice sacs of purosnahd
grapefruits may play a role. H Wevef} no study yets

|
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been conducted on the expression of carotenoid
biosynthetic genes in juice sacs of pummelo or efraft
fruits. In the same way, the Neighbor-joining tiesesed

on RFLP around th&ep gene showed that grapefruits
were clustered with mandarins, sweet and sour esang
and that “Eureka” lemon was close to “Volkamer” tam
and “Rangpur’ lime. These results suggest that
carotenoid composition is not linked to the allelic
diversity observed for thBepgene.

Previous studies on carotenoid compositiorCafus
juices indicated that only mandarins, clementinag a
sweet oranges accumulategtarotene, zeinoxanthin and
lutein (18, 20-24. The genetic interpretation dfcy-e
RFLP profiles leads us to propose thay-eis present in
one copy inC. maximaandC. medicaand in two copies
in C. reticulata and secondary species. Under this
hypothesis, only mandarins, sweet oranges and
clementine were homozygous for the mandarin abgle
the common locus, suggesting that allelic varigbili
plays a role in the synthesis efcarotene and,e-
xanthophylls.

ABBREVIATIONS USED

GGPP, geranylgeranyl diphosphate. HYBkcarotene
hydroxylase. HY-e, e-carotene hydroxylase. LCY-b,
lycopene B-cyclase. LCY-e, lycopene-cyclase. MEP
pathway, methyerythritol phosphate pathway. PDS,
phytoene desaturase. PSY, phytoene synthase. RFLP,
restriction fragment length polymorphism. SSR, sinpl
sequence repeats. ZDS;carotene desaturase. ZEP,
zeaxanthin epoxidase.
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111.2.2.Diversité allélique du genel cy-b

11.2.2.1..Introdugtion.

La diversité observée avec les analyses RFLP naamduit a proposer des hypotheses
sur l'origine phylogénétique des fragments d’ADNrtpars des génes de la chaine de
biosynthese des caroténoides chez les espéceslagesnNous ne savons pas, en revanche,
si a cette diversité d’origine phylogénétique estogiée une variabilité de séquence des genes
eux-mémes. Les analyses RFLP ont par ailleurs dééguoe le genécy-b est présent en
une seule copie par génome haploide chez les agrumediversité allélique de ce géne
pourrait de plus étre associée a la difféerenciattea pamplemoussiers/pomelos des autres
agrumes a cette étape de la chaine de biosyntbéggne constitue un bon modeéle pour : (1)
évaluer dans quelle mesure la structuration dunpotghisme RFLP est un bon indicateur de
la variabilité de séquence des génes correspond@itsérifier les structures alléliques des
especes secondaires inférées par les données RB)Panalyser les implications d'une
variabilité de séquence nucléotidique sur la sécpigarotéique et éventuellement sur sa

régulation d’expression ou son activité enzymatique

Dans ce chapitre, la variabilité de la séquenceamimdde ce gene au sein de notre
collection de référence est analysée par DHRRERNER et UNDERHILL. 1998) sur quatre
amplicons obtenus par PCR avec les amorces indiqdaes le Tableau 6. Ces mémes
amplicons sont par ailleurs séquenceés pour unseptént de chacun des trois taxons de base

tandis que le géne est cloné et séquencé poungieraCara Cara.

111.2.2.2. Résultats et discussion

[1.2.2.2.1. Analyse de la diversité du gdrey-bpar DHPLC

Les amplicons ont été analysés par DHPLC a trompégatures, 57, 58 et 60°C afin de
révéler du polymorphisme sur différents points deation potentiels. Le polymorphisme mis
en évidence est important avec respectivement@,3,8.et 6 profils différents identifiés pour

les amplicons 1, 2, 3 et 4.
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Lors des analyses DHPLC, I'ADN de chaque individi éénaturé puis, on laisse les
brins se réapparier entre eux. S'il existe unerbgygotie, trois types de réappariements sont
possibles : des homoduplex de l'alléle 1, des hamplexk de l'alléle 2 et des hétéroduplex

(appariements entre deux brins légerement difféyent

La séparation de ces molécules se fait sur unegelde chromatographie en conditions
dénaturantes. Les brins vont donc étre relarguda delonne d'autant plus vite qu'ils sont
moins stables. Ainsi, les hétéroduplex sont libdess premiers (le mauvais appariement
entraine une instabilité), puis les homoduplex'aéle le plus riches en TA (la liaison T-A
ne possede que deux ponts Hydrogene) et enfirolesdiuplex de I'alléle le plus riche en GC
(la liaison C-G possede trois ponts Hydrogene)haqee libération, on obtient un pic sur la
courbe finale. Les profils observés ne permettastyne interprétation allélique directe, nous
avons traité ces données de maniere qualitativeorsidérant que chaque profil constituait
une modalité particuliere de la variable « ampliearorrespondante. A partir de cette matrice
invividus/amplicons, nous avons réalisé une clasdibn hiérarchique ascendante en utilisant
l'indice de dissimilarité de Sokal et Michener (kg 20). Il apparait clairement que le
polymorphisme intraspécifique est faible. Les tnmandarines sont identiques, ainsi que les
deux cédrats. Les pamplemousses apparaissent pplyesoau niveau des amplicons 1 et 3.
Aucun polymorphisme intraspécifique n’est mis eilémnce entre trois des oranges analysées
(cultivars Shamouti, Sanguinelli et Cara Cara naweéntre les pomelos. Au sein de I'espece
C. aurantium seul le Chinois a grandes feuilles se différepaer un amplicon. Par ailleurs,
les trois taxons de bases apparaissent fortemigétedticiés. lls présentent en effet des profils

différents pour les quatre amplicons.
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TBouquetier de Nice

lBigarade du Maroc

#Chinois a grandes feuilles

TLime Rangpur

*Citron Eureka

#|ime douce de Palestine

#Citron Volkameriana

#Pamplemousse Chandler

#Pamplemousse Deep Red

#Pamplemousse sans pépin

IPomeIo Ray Ruby

IPomelo Star Ruby

Pomelo Marsh

TCédrat Diamante

lCédrat Etrog
Mandarine Hansen

Mandarine Satsuma Wase

Mandarine méditerranéenne

#Lime Mexicaine

+Citron Meyer

#0Orange Huang pi Chen

#Clémentine

IOrange Cara Cara navel

IOrange Sanguinelli

Orange Shamouti

Figure 20. Classification des 25 génotypes étudiés sur la Hada diversité de séquence du
génelLcy-banalysée par DHPLC. Les trois taxons de base aispant fortement différenciés,
ils sont représentés par des couleurs differentela gigure.
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Ainsi I'analyse de la diversité de séquence du deneb par DHPLC confirme nos
conclusions de l'étude RFLP : (1) diversité intesfigue modérée et (2) différenciation

interspécifique importante entre les taxons de.base

Compte tenu du principe méme de I'analyse DHPLG, puite sur des doubles brins
obtenus aprés dénaturation/renaturation, et dealaiere globale dont nous avons traité les
résultats, il n'est pas possible d’interpréter tésultats de proximité pour des individus
d’origine hybride interspécifique ; en effet ceuxfarment des hétéroduplex pour les sites
différenciant les especes parentales et présedtent des profils spécifiques. lls paraissent
donc aussi éloignés de chacun des parents queatesitp le sont I'un de l'autre. Afin
d’analyser l'apparentement entre espéces secomdairdaxons de base, il convient de
travailler avec des outils permettant une lectllédigue des structures hétérozygotes. Nous

avons abordé cette étude par séquencage des friagieete gene.

l1.2.2.2.2 Variabilité de séquence entre les taxale base et structure allélique de

I'oranger

Compte tenu de la différenciation observée par DEllehtre les taxons de bases, et afin
de vérifier I'hypothése formulée sur la base dedFFd’'une structure hétérozygote des
orangers pour le genkcy-b avec un alléle de type pamplemousse et un allélaype
mandarine, nous avons étudié la séquence du genéesd taxons de base et pour I'oranger.

Afin d’obtenir la séquence des deux alléles poorahhger supposé hétérozygote, le géne
a été cloné et 5 clones séquencés (voir partgal). Par ailleurs les taxons de base étant peu
polymorphes et donc probablement peu hétérozygotass avons procédé a un séquencage
direct des produits PCR. Les quatre amplicons pefoénent analysés par DHPLC du
pamplemousse sans pépin, du mandarinier méditemagtedu cédratier Etrog ont ainsi été
séquencés. Les portions de séquence exploitablas llemsemble des individus sont les
suivantes : 29 a 401, 409 a 837, 857 a 1231 et 421414 (en nombre de bases aprés I'atg).
Les résultats de séquence confirment nos hypotlweseernant 'homozygotie des taxons de
base : seul le pamplemoussier sans pépin présenteéterozygotie limitée a deux bases. Le
mandarinier et le cédratier sont totalement homotegy Le mandarinier et le

pamplemoussier différent par 14 bases, le manéariai le cédratier par 16 bases et le
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pamplemoussier et le cédratier par 10 bases. LgeraCara Cara présente deux alleles
différenciés par 14 points de mutation. Afin d’@ardl'apparentement entre les alléles de
I'oranger et ceux des taxons de base, nous avatisaéine classification hiérarchique avec
'indice de Kimura (figure 21). Il apparait que fudes alléles est identique a celui du

mandarinier et l'autre a celui du pamplemoussiex @eux points d’hétérozygotie pres).

[ Pamplemousse sans pépin

{ Orange Cara alléle 2

» Cédrat Etrog

Mandarine méditerranéenne

Orange Cara alléle 1

[ T, ¥’ i}

Figure 21 Classification obtenue sur la base des séquehcgénd._cy-bisolées chez les
trois taxons de base et chez I'orange Cara Caudilesant une classification hiérarchique
ascendante et l'indice de Kimura.

Les analyses de diversité allélique réalisées po@enelcy-b sont en accord avec les
hypothéses formulées sur la base des données RFéfade DHPLC mériterait d'étre
étendue a un échantillon plus large pour les taxdesbase ; en particulier pour les
pamplemoussiers qui présentent du polymorphismendemble des alléles identifiés au sein
des taxons de base pourrait ensuite étre séquénaBidentifier les points de différenciation
interspécifiques. Ces régions polymorphes pourta@rsuite étre sélectionnées pour un

séquencage systématique apres clonage chez leessmrondaires afin de confirmer leur
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structure alléligue. Le développement de marquelersSNP est également envisagé a cet
effet.
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111.2.3. Ro6le du niveau d’expression de sept geneke biosynthése dans la diversité des
compositions en caroténoides au niveau interspécjfie, exemple deC. sinensis,
C. limon et C. maxima

111.2.3.1. Introduction

La voie de biosynthése des caroténoides est cqonelle a été détaillée par plusieurs
auteurs (CUNNINGHAM et GANTT, 1998; HIRSCHBERG, ®0; FRASER et
BRAMLEY, 2004). Les genes de biosynthese ont émesset séquencés chez différentes
especes dont le€itrus, Lycopersicon esculentymet capsicum annuumespeces qui
accumulent des caroténoides dans les chromopldstesruits (BARTLEY et SCOLNIK,
1993 ; FRASERet al, 1994 ; HUGUENEYet al, 1995 ; BOUVIERet al, 1996 ; RONENet
al., 1999 ; RONENet al,, 2000 ; BOUVIERet al, 1998b ; IKOMAEet al, 2001 ; KIMet al,
2001 ; KITA et al, 2001 ; ISAACSONet al, 2002 ; KATOet al, 2004 ; RODRIGCet al,
2004). Cependant, les mécanismes de régulatioa bdi@synthése des caroténoides et de leur

accumulation dans les chromoplastes des fruit®nepas encore élucidés.

Les études conduites concernant la tomate et lg@oont montré que I'expression des
génes de biosynthése joue un rdle important datsdmulation des caroténoides dans les
chromoplastes des fruits (ROMER al, 1993 ; FRASERet al. 2002). De plus, certains
phénotypes particuliers chez la tomate (mutBeta mutant Delta, affectés dans la
pigmentation) peuvent étre expliqués par des vanatde I'expression des génes de
biosynthese des caroténoides (RONEMI, 1999 ; RONENet al,, 2000). Les variations des
quantités de transcrits peuvent étre dues a laepcésd’'une variation sur un des alléles au
niveau de la séquence promotrice comme dans ldwcggneDel codant pour une lycopéne
g-cyclase chez le mutaielta de la tomate (RONEMNt al,, 1999). Les agrumes présentent
des compositions complexes en caroténoides darmmeda et la pulpe des fruits. Des
corrélations entre les compositions en caroténaldela peau ou de la pulpe des agrumes et
les profils d’expression de certains génes de bibgge ont été mises en évidence (IKOMA
et al, 2001 ; KITA et al, 2001 ; RODRIGOet al, 2004). Cependant, ces études ne
permettent pas d’expliquer les différences intangaspécifiques. Seuls KATé al. (2004)
ont analysé l'expression de I'ensemble des gengdigues dans la synthese dpg$-
xanthophylles afin de déterminer le réle de la l&tipn au niveau transcriptionnel dans
'accumulation différentielle des caroténoides deasssacs a jus de trois especes d'agrumes.

Cependant, cette étude ne comporte pas de vametgaohplemousseC( maximd ou de
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pomelo C. paradis). De plus, les différences entre I'orange Valeri€@asinensiset le citron
de Lisbonne €. limon) ne semblent pas expliquées par des variationgEssion des géenes
Psy, Pds Zds Crtiso, Lcy-b, Hy-b, etZep

Précédemment, nous avons montré que les espegganeCitrus se répartissaient en
trois groupes selon les compositions en carotésatigue cette structuration était en accord
avec la diversité génétigue des agrumes. Ainsi, nesdarines, oranges, bigarades et
clémentines sont caractérisées par l'accumulatien la p-cryptoxanthine et de la
violaxanthine dans les sacs a jus des fruits. eesats et les agrumes acides présentent de
faibles teneurs en caroténoides et sont caracépae I'absence de la violaxanthine. Les
variétés du groupe des pamplemousses et pomettistsguent des variétés des deux autres
groupes par de faibles teneures globales en caid&Enavec une accumulation préférentielle
de carotenes et l'absence de fecryptoxanthine. Nous avons distingué cingq eétapes
importantes de la biosynthese des caroténoidesagaissent impliquées dans la diversité des
compositions en caroténoides des agrumes. Le pghynsme dans les séquences des genes
contrdlant ces étapes chez les agrumes est legaremcanisme de régulation que nous avons
étudié. Le phénotype des pamplemousses et des gosmhble lié a la présence d’'un alléle
spécifique pour le géenkcy-h Ce polymorphisme au niveau du gémy-b peut se traduire
par la formation d’une enzyme non fonctionnellepau une variation de I'expression de ce
géene. De méme l'accumulation de lutéine et fesxanthophylles serait liee a un allele
spécifigue du genécy-e chez les mandarines, oranges et clémentines. ¥anake, le
polymorphisme révélé dans ou autour de la séquemaenePsyne permet pas d’expliquer
le phénotype des agrumes acides. Enfin, pour lesstiéy/-b etZep le polymorphisme mis en
évidence n'est pas lié a la diversité des compmosstienf,p-xanthophylles dans les jus

d’agrumes.

L'objectif de cette étude est de déterminer le rdle I'expression des genes de
biosynthese dans la diversité des compositions aeaténoides au niveau interspécifique.
Cette étude permet de compléter les analyses quolyenorphisme des séquences des genes
de biosynthése et de répondre aux questions sawaif) la diversité des compositions en
caroténoides pour des especes appartenant a clossurtrois groupes précédemment
distingués est-elle liée a I'expression des geémebiosynthése ? (b) Le polymorphisme pour
le genelcy-b a-t-il peur conséquence une, variation. dans_lexgion dece gene chez le
pamplemousse ? (c) Le“phiénotype ‘des.agrumes azstidslie a I’expréﬁs@;h}du geriesy

LT
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contrélant la premiére étape de la voie de bioggeldes caroténoides ? Nous avons analysé
I'expression des gend3xs, Psy, Pds Zds Lcy-b Hy-b et Zepdans les sacs a jus de I'orange
Shamouti C. sinensisappartenant au groupe des mandarines), du diweka C. limon
appartenant au groupe des cédrats) et du pamplsmm@eep Redd. maxima appartenant

au groupe des pamplemousses). Le d&a été inclu dans ces analyses car les études chez
la tomate ont montré que I'expression de ce gereeléd du géend sy étaient coordonnées
(LOIS et al, 2000; BRAMLEY, 2002; BOTELLA-PAVIA et RODRIGUEZ-
CONCEPTION 2006 ;SANDMANN et al, 2006). Il est a noter que nous avons fait lexchoi
de ne pas étudier I'expression du gene Lcy-e caglantités d’ARNm relevées pour ce gene

étaient trés faibles.

111.2.3.2. Résultats et discussion

[11.2.3.2.1. Diversité des compositions en carotdas des jus de trois variétés
représentant trois especes d’agrumes

Nous avons analysé les compositions en caroténdikefus de trois especes différentes
d’agrumes : orange Shamout.(sinensiy citron Eureka €. limon et pamplemousse Deep
Red C. maxima représentant les trois grands groupes phénotgpigientifies au chapitre
[1l.1. Pour chaque variété, 15 fruits ont été ré&oken février 2006 dans la collection de San
Giuliano. Les caroténoides ont été isolés, id&#iBt quantifies par analyse HPLC avec un
détecteur a barrette de diodes. Les caractéristigpiectrales et I'identification des composés
sont détaillées dans le Tableau 3, article, chapitre lll.1. Les valeurs présentées
correspondent a la moyenne d’au moins trois megtissdeaux 9, 10 et 11). Les données ont
été soumises a une analyse statistique pour détrnes différences significatives. Les
valeurs entre les trois variétés sont significatieat différentes pour I'ensemble des

caroténoides (P < 0,01 %).
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Tableau 9.Concentrations des principaux caroténoides darjssede trois espéces.

N B- . . cis- cis-
Phytoéne  Phytofluéne <;‘ Lycopen c B;‘ Cryptoxan Zéaxanthi - ppinsravan  Violaxan
arotene € arotene thine thine thine
Orange moyenne b
Shamouti (mg L'l)a 0,49a 0,61a 0,61a - 0,20b 3,16a 0,79 1,71 8,90
écart-type 0,03 0,04 0,03 - 0,02 0,12 0,04 0,02 0,26
Citron moyenne
Euroka (mgL? 003 008 - 0,04c  0,24b - - -
écart-type 0,00 0,00 - - 0,00 0,01 - - -
Pamplemousse ~moyenne
Deep Red (mgL? 004b 003b  005b 091 059 - - - -
écart-type 0,00 0,00 0,01 0,01 0,01 - - - -

%correspond & la moyenne de trois analydesn détecté‘traces, en dessous de la limite de quantificafies

lettres différentes dans une méme colonne indiqudeg différences significatives entre les génotypes

(P<0,01%). La limite de détction (LOD) et la limitke Quantification (LOQ) ont été déterminées paug-|
cryptoxanthine : LOD = 0,0046 ug et LOQ = 0,0152 ug

Tableau 10.Teneurs en caroténoides totaux dans les jus ideeBpéces

Teneurs en
caroténoides totaux®

Orange
Shamouti

Citron
Eureka

Pamplemousse
Deep Red

Tr%efﬂ)% 23,402
écart-type 0,79
Tr%ef T)a 0,38¢
écart-type 0,02
”(‘%ef f‘l')e 1,73b
écart-type 0,02

¥eprésente la somme des concentrations des caitéérisolés et quantifi€&orrespond a la moyenne de trois
analyses. Des lettres différentes indiquent ddérdifices significatives entre les génotypes (P<€6)01

Tableau 11.Pourcentages des principaux caroténoides dapsslég trois especes

B- ) . cis- cis-
Phytoéne Phytofluéne - C;\ Lycopene t Cryptoxan Zéaxanthi i eravan Violaxan
arotene arotene thine ne thine thine
Orange moyenne b
Shamouti (%)a 2,06b 2,56b 2,57a - 0,83c  14,99b 3,33 7,20 37,41
écart-type 0,05 0,09 0,07 - 0,05 0,16 0,12 0,25 0,31
Citron moyenne c
Eureka (%) 6,34a 7,67a tr - 10,55b 66,71a - - -
écart-type 0,38 0,37 - - 0,53 0,76 - - -
Pamplemousse moyenne
Deep Red (%) 2,14b 1,65c 2,23a 59,34 29,13a - - - -
écart-type 0,11 0,03 0,31 0,65 0,90 - - - -

orrespond a la moyenne de trois analyses, les@otages sont calculés a partir du rapport sudacgic du

composé relevée a la longueur d'onde d'absorpti@ximele / somme des surfaces des pics de tous les

caroténoides isolés et quantifi@aon détectétraces, en dessous de la limite de quantificatides lettres
différentes dans une méme colonne indiquent déeifces significatives entre les génotypes (P<€6)01
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Les trois variétés présentent des profils tresédbfits d'un point de vue qualitatif et
quantitatif. L’'orange Shamouti présente des caestéphytoéne, phytofluénécarotene ep-
caroténe) mais accumule surtout gg$xanthophylles [f-cryptoxanthine, zéaxanthineis-
anthéraxanthine etis-violaxanthine) (voir Tableaux 9 et 11). Le pourzge decis
violaxanthine s’éléve a 37,41% et le pourcentag@-de/ptoxanthine a 14.99% dans les jus
de I'orange Shamouti. Le citron Eureka présenteadestenes (phytoéne, phytofluénefet
caroténe) et de I@-cryptoxanthine. Dans les jus de cette variétépdercentage de-
cryptoxanthine s’éleve a 66,71%. Cependant, lomitEureka avec une concentration en
caroténoides totaux de 0,380,02 mg L' est caractérisé par de trés faibles teneurs en
caroténoides (Tableau 10). Le citron Eureka esbiac@ractérisé par lI'absence des-
violaxanthine. Le pamplemousse Deep Red n’accunmule des caroténes: phytoéne,
phytofluéne,(-carotene, lycopéne @tcaroténe en faibles quantités. Le lycopéne reptése
59,34 % des caroténoides tandis queBdearoténe correspond a 29,13 %. De plus, le
pamplemousse avec une concentration en carotériotdes de 1,73 0,02 mg ! accumule

peu de caroténoid¢$ableau 10)

111.2.3.2.2. Expression de sept genes de biosyetdass les sacs a jus de trois variétés
représentant trois espéces d’agrumes

Nous avons déterminé le niveau d’expression sePxs Psy, Pds Zds Lcy-b, Hy-b
etZep a trois stades de développement (aolt, noventliéerger) dans les sacs a jus de trois
variétés par PCR en temps réel. Les valeurs sentndgennes d’au moins trois mesures. Les
données ont été soumises a une analyse statispque déterminer les différences
significatives a chaque date entre les trois @si@bur chaque géene. Les profils d’expression

sont présentés dans la Figure 22.
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Figure 22. Expression des genéss Psy, PdsZds Lcy-b, Hy-b etZepdans les sacs a jus de
trois espéces d'agrumes: orange Shamo@i $inensis citron Eureka €. limon),
pamplemousse Deep Red. (maxima a trois stades de développement A, aolt, N, nbvem

F, février. L’abondance relative des transcritdéad&terminée par PCR en temps réel. Nous
avons choisi des unités arbitraires pour I'échdéle ordonnées. Différentes échelles ont été
utilisées. Les valeurs pour les ARNm correspondelat moyenne d’au moins trois mesures.
Les astérisques indiquent des mesures significatne différentes entre les génotypes en
février (P<0,01%).

122



Origine de la Différenciation Interspécifique

Nous distinguons trois types de profils. Les psofilexpression des genbgs Psy, Hy-b
et Zep présentent des similitudes. Pour ces génes et Ipsutrois variétés, le niveau des
transcrits augmente peu d’aolt a novembre. En obearte niveau d’expression s Psy
Hy-b et Zep augmente fortement de novembre a février danssées a jus de l'orange
Shamouti. Dans les sacs a jus du citron Eurekajlesitités de transcrits desy et Hy-b
augmentent tandis que les quantités de transaitgéne®xs et Zepaugmentent faiblement
de novembre a février. Entre novembre et févriansdes sacs a jus du pamplemousse Deep
Red, le niveau d'expression du geRsy augmente tandis que le niveau d’expression des
genesDxs Hy-b et Zep ne varie pas de facon significative et reste &illinsi, en février,
nous relevons des différences significatives eeédrois variétés. L'expression du gédbes
dans les sacs a jus de I'orange Shamoulti est riespeent 4,6 et 7,8 fois supérieure a celle
obtenue dans les fruits du citron Eureka et du pemmpusse Deep Red. PoBsy, nous ne
relevons pas de difféerence entre l'orange et leoriten février tandis que le niveau
d’expression dé’sy dans le pamplemousse est environ deux fois pibgefdPour les génes
Hy-b et Zep nous mesurons des quantités de transcrits sigtifeanent différentes dans les
trois variétés avec les plus fortes valeurs obtempeur I'orange Shamouti, des valeurs
intermédiaires pour le citron Eureka et les plullés valeurs relevées pour le pamplemousse
Deep Red. L'expression du gehly-b est environ deux fois plus importante dans I'oeang
gue dans le citron tandis qu’elle est 13,5 foisspklevée dans l'orange que dans le
pamplemousse. Dans le cas dep les transcrits dans les sacs a jus de l'orange so

respectivement 1,6 et 2,7 fois plus élevés que arfsuits du citron et du pamplemousse.

En ce qui concerne les geneds et Zds codant pour les deux désaturases, le niveau
d’expression augmente dans les sacs a jus de dler&namouti et du citron Eureka de
novembre a février et il n'y a pas de difféerengngicative pour ces deux variétés en février.
Les profils d'expression de ces deux genes sorférdiits dans les sacs a jus du
pamplemousse Deep Red. Les quantités d’ARNm diminae cours du développement des
fruits. En février, les quantités d’ARNm du gedds dans les sacs a jus du pamplemousse

sont 3 fois inférieures a celles mesurées darsalesa jus de I'orange et du citron.

Enfin, I'expression du génkecy-b varie peu dans les sacs a jus du citron Eurekhu et
pamplemousse Deep Red au cours du développemenfruts tandis que le niveau
d’expression augmente d’aot a novembre dans lgss fde I'orange puis diminue de

novembre en février. En février, les différencesesles trois variétés sont faibles.
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[1.2.3.2.3. Relations entre le niveau d’expressibm sept génes et la diversité des
compositions en caroténoides au niveau interspéeifi

Les résultats suggerent que les concentrationareénoides totaux sont liées au niveau
d’expression des gené&xs et Psy. Ainsi, le niveau d’expression de ces deux gengmante
dans les sacs a jus de I'orange Shamouti au cauta thaturation des fruits ce qui semble
conduire a des teneurs €élevées en caroténoides.l®aas du citron et du pamplemousse les
faibles concentrations en caroténoides totaux sarhbées aux faibles quantités de transcrits
pour Dxs en février. Des résultats similaires ont été oltedans les fruits de la tomate ou
'accumulation des caroténoides parait liée a haemgtation de I'expression des deux genes
Dxs et Psy (LOIS et al, 2000). Dans le cas du citron, les travauxKeel'O et al. (2006)
suggerent que les faibles teneurs en caroténoidedsence deis-violaxanthine sont dues a
l'utilisation de cette derniere pour former l'acidbscissique et a la surexpression du géne
CitNced2impliqué dans cette étape de la synthese de cpas#mD’apres ces auteurs, dans
les sacs a jus de l'orange Valencia, les géesd sont peu exprimés ce qui entraine une
accumulation decis-violaxanthine. Ainsi, le phénotype du citron seeniétre expliqué par
deux phénomenes : (a) les faibles teneurs en caidiEs seraient liées a un faible niveau
d’expression du genBxs (b) la surexpression ddced serait responsable de I'absence de

violaxanthine et d’'une diminution de la concentmaten caroténoide totaux.

L’accumulation de$,p-xanthophylles dans les sacs a jus de I'orange Sutuparait liée
a 'augmentation du niveau d’expression de ces@apes au cours de la maturation des fruits

et a une faible expression des geNesd

Enfin 'accumulation des caroténes et du lycopemearticulier dans les sacs a jus du
pamplemousse Deep Red parait liée aux profils désgion des gendads Zds et Lcy-b.
Nous soulignons que le niveau d’expression du ¢§i&geb ne varie pas dans les sacs a jus du
pamplemousse et reste faible. Une absence d’aogidn en PCR en temps réel, due a un
non appariement des amorces du fait d'une tropdgrativersité dans la séquence codante
chez le pamplemousse Deep Red, pourrait étre @ifier de ce résultat. Cependant, nous
avons séquence le gebey-b chez le pamplemousse sans pépin et dans les dmsesnnées,
nous disposons d'une séquence obtenue a partir ghnmplemousse, numéro d’accession
GenBanck : AF217103, et d'une autre obtenue arghuin pomelo AF152246. Dans ces trois

séquences, nous retrouvons les deux fragments agantcomme site d’amorcage pour les
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analyses en PCR en temps réel et a chaque foisaggsents sont identiques aux amorces
définies. Dans ces conditions, le profil d’expreasbbtenu pour le gérney-bdans les sacs a
jus du pamplemousse Deep Red ne résulterait pas prableme d’amplification. Il est a
souligner que les quantités de transcrits pouetebly-b sont en février 13,5 fois inférieures
dans les sacs a jus du pamplemousse par rapporvaenrs mesurées dans les fruits de
I'orange. Ceci expliguerait I'absence fieryptoxanthine dans les jus du pamplemousse Deep
Red.
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I11.3. ORIGINE DE LA DIFFERENCIATION PHENOTYPIQUE
INTRASPECIFIQUE, ROLE DE L'EXPRESSION DES GENES
DE BIOSYNTHESE DES CAROTENOIDES

111.3.1. ROle de I'expression des genes de biosyiibe des caroténoides

Nous avons formulé I'hnypothése que la variabilit&mpotypique intraspécifique d’ordre
guantitatif serait préférentiellement liee a unepregsion différentielle des genes de
biosynthese des caroténoides chez des variétég dnéme espece. Nous avons mis en
évidence des variations quantitatives importantasce qui concerne les teneurs en
caroténoides déterminées dans les jus des quaiétégad orange . sinensis cultivars
Shamouti, Sanguinelli, Cara Cara navel, Huang @nfhDans notre analyse globale du genre
Citrus sur la base de I'absence ou présence des difféoanbténoides, ces quatre variétés
d’orange appartiennent au groupe des mandarirgg#tétisent de If-cryptoxanthine et de
la violaxanthine. Cependant, sur la base des ctratems en caroténoides, le groupe des
oranges apparait plus dispersé et nous avons reés/éortes variations dans les teneurs en
caroténoides totaux et les teneurs en carotenesi, Aious avons choisi d’analyser les
oranges pour I'étude de la différenciation phénigtyp intraspécifique et du rdle de
I'expression des genes de biosynthése. Nous rapp@galement que les analyses RFLP et
SSR ne nous ont pas permis de mettre en évidengmlgmorphisme dans ou autour des
séquences des gensy Pds Zds Lcy-b Lcy-e Hy-b et Zep entre ces quatre variétés
d’'orange. Ceci est cohérent avec l'origine de laakdité intraspécifique au sein de I'espece
C. sinensisL’ensemble des variétés d’oranger découlent &t dfun prototype hybride, par
accumulation de mutations ou variations sans ietdgign de la recombinaison sexuée
(OLLITRAULT et al, 2000). La probabilité de mettre en évidence detations ponctuelles
avec ces deux outils moléculaires est minime conge de la faible quantité de bases
explorées par les sites de restriction RFLP etlasjueurs SSR.

L'analyse de I'expression des genass Psy, Pds Zds Lcy-b Hy-b, Zepdans les sacs a
jus des quatre oranges au cours de la maturat®ifruies permettra d’étudier les liens entre
variations intraspécifiques et régulation au nivelaul’expression des genes de biosynthése
des caroténoides. Préecédemment nous avons anaksession du genbxs dans les sacs a
jus de I'orange Shamouti, du citron Eureka et dmglamousse Deep Red et nous avons

suggeéré que le niveau d’expression de ce geneeimdkila synthese des caroténoides. Ainsi,
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nous analysons également I'expression de ce garrleh quatre variétés d’'oranges afin de

compléter ces premiers résultats.

Titre : Les variations des teneurs en caroténoides efedpression des génes de
biosynthese dans la pulpe de quatre variétés djerdd. sinensiy présentant des couleurs

contrastées.

1.3.1.2...Resume

Le premier objectif de cette étude est d’analysebdle de I'expression de sept genes dans
'accumulation différentielle des caroténoides dées sacs a jus de quatre orang€s (
sinensi} présentant des colorations contrastées. Les csitiggts en caroténoides dans les jus
de quatre oranges (cultivars, Shamouti, Sangujn€lira Cara navel et Huang pi Chen),
récoltées en février 2006, ont été analysées pacCH# utilisant un appareil Agilent 1100,
muni d’'une colonne § et d’'un détecteur a barrette de diodes. L'expoesdie sept genes
(Dxs Psy, Pds Zds Lcy-b Hy-b etZep a été determinée par PCR en temps réel danadss s
a jus des guatre oranges a trois stades de déeehamp des fruits (aolt, novembre et février).
Les quatre oranges présentent des compositiongretépnoides contrastées. Deux variétés,
'orange Shamouti et 'orange Sanguinelli, accumtlgrincipalement deB,p-xanthophylles
tandis que I'orange Cara Cara navel accumule degerees en plus de fEs-violaxanthine.
L’'orange Huang pi Chen est caractérisée par de faibdes teneurs en caroténoides par
rapport aux autres oranges. L'expression des gimésosynthése est faible en aodt (avant la
coloration des fruits) et comparable dans lesdrdéds quatres variétés tandis qu’en novembre
(fruits tournants) I'expression des geri®ss Zds Hy-b et Zep est supérieure dans les sacs a
jus des oranges Cara Cara et Huang pi Chen comaan@éeeaux d’expression dans les deux
autres oranges. Les résultats suggerent que l'adation desp,p-xanthophylles en février
dans les sacs a jus des oranges Shamouti et Salfigeist liée a I'augmentation de
'expression des genddxs Psy Pds Zds Hy-b et Zep Nous montrons également que le
phénotype de I'orange Huang pi Chen peut étre kocsntrole de I'expression de deux genes
Dxs et Psy qui sont sous-exprimés dans les sacs a jus de aethge. De plus, I'expression
des génePxsetPsyserait coordonnée au cours de la maturation degyes. L’accumulation
préférentielle des carotenes linéaires dans lesafas de I'orange Cara Cara navel ne serait

pas due a la régulation des genes de biosynthasgeau transcriptionnel.
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11.3.1.2... Article,
Titre: Changes in carotenoid content and biosynthetie g&pression in juice sacs of four
orange varietieJitrus sinensigdiffering in flesh fruit colour
FANCIULLINO, A. L.; CERCOS, M.; DHUIQUE-MAYER, C.FROELICHER, Y.;
TALON, M.; OLLITRAULT, P. MORILLON, R.
Journal of Agricultural and Food Chemistrirticle soumis.
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Changes in carotenoid content and biosynthetic gene expression in juice sacs of
four orange varieties (Citrus sinensis) differing in flesh fruit colour

ANNE-LAURE FANCIULLINO %, MANUEL CERCOZ, CLAUDIE DHUIQUE-MAYER?®, YANN
FROELICHER', MANUEL TALON?, PATRICK OLLITRAULT %, RAPHAEL MORILLON*.

Centre de Coopération Internationale en Rechergnendmique pour le Développement (CIRAD), UPR aanétion génétique des
espéces a multiplication végétative, Avenue Agnspol A A-75 / 02 — 34398 Montpellier cedex 5, Feanlinstituto Valenciano de
Investigaciones Agrarias, Centro de Gendmica, Giancada-Naquera Km 5, 46113 Moncada, ValenciainSgdRAD, UMR
QUALISUD Avenue J. F. Breton - TA B-95/ 16 - 3430®ntpellier Cedex 5, France.

The contribution of carotenoid composition to the colour range of the fruit juice sacs of four orange varieties
(Citrus sinensis) differing in flesh colour, namely Shamouti (hormal orange colour), Sanguinelli (“blood cultivar”
purple colour), Cara Cara navel (pink-reddish), and Huang pi Chen (yellowish colour) was investigated. To this
end, qualitative and quantitative analyses of carotenoid contents were first performed by high-performance liquid
chromatography (HPLC) using a Cszo column and a photodiode array detector in February, at a late
developmental fruit stage. Concomitantly, transcript levels of Dxs, the gene controlling the first step of the MEP
pathway and six genes involved in ,8-xanthophylls biosynthesis (Psy, Pds, Zds, Lcy-b, Hy-b, and Zep) were
determined in August, November and February. Transcript level measurement was carried out by real-time RT-
PCR on total RNA from juice sacs. The four orange varieties displayed different carotenoid profiles. Shamouti
and Sanguinelli oranges accumulated mainly B,B-xanthophylls as expected in typically coloured oranges,
whereas Cara Cara navel orange accumulated linear carotenes in addition to cis-violaxanthin. Huang pi Chen
fruit flesh orange was characterized by a strong reduction of total carotenoid content. While gene expression was
relatively low and similar in August (before colour break) in all four varieties, in November (during colour break),
Dxs, Zds, Hy-b and Zep expression was higher in Cara Cara and Huang pi Chen oranges. The ,B-xanthophylls
accumulation observed in February in Shamouti and Sanguinelli oranges was apparently related to the increase
of transcript levels of all measured genes (i.e.. Dxs, Psy, Pds, Zds, Hy-b, and Zep) except Lcy-b. At this time,
however, transcript levels in Cara Cara were rather similar to those found in Sanguinelli, although both showed
different carotenoid composition. The Huang pi Chen phenotype correlated with lower expression of Dxs and Psy
genes. PCA statistical analyses among carotenoids and gene expression separated the four varieties in three
groups clustering together Shamouti and Sanguinelli varieties. These results revealed a general pattern of
transcript change in juice sacs of citrus fruit, characterized by an apparent coordination of Dxs and Psy
expression and a general increase in mMRNA levels of carotenoid biosynthetic genes. These transcript changes
correlated well with the (,B-xanthophyll accumulation, the normal carotenoid set, observed in Shamouti and
Sanguinelli oranges and suggest that the preferential accumulation of linear carotenes in Cara Cara navel and
the practically absence of carotenoids in Huang pi Chen oranges were not predominantly due to changes in
regulation of carotenoid biosynthetic genes at the transcriptional level.

KEYWORDS: Citrus sinensis, carotenoids, gene expression, allelic variability , regulation mechanisms.

INTRODUCTION
Citrus fruits generally display complex carotenoid

Carotenoids are pigments that play an important role
in Citrus fruit quality. The colour of the peel and pulp is
mainly due to carotenoid accumulation in chromaglas
although other pigments such anthocyanins may also
contribute to pigmentationl). Moreover, carotenoids
have nutritional value: they are pro-vitamin A aety
have antioxidant propertie2-6) that confer them a role
in cancer and cardiovascular diseases prevenfi@j (

*Author to whom correspondence should be addresSe. +(34) 963
424 143. Fax: +(34) 963 424 106. E-mail: raphagillon@cirad.fr

'Centre de Coopération Internationale en Rechergrenmique pour
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2Instituto Valenciano de Investigaciones Agrariasntto de Genémica,
Ctra. Moncada-Naquera Km 5, 46113 Moncada, Espagne;

SCIRAD, UMR QUALISUD Avenue J. F. Breton - TA B-9516 -
34398 Montpellier Cedex 5, France.

profiles which depend on several factors including
genetic factors, maturation stages and environrhenta
conditions. Carotenoid accumulation occurred in guic
sacs ofCitrus during fruit maturation. During the green
stage of the flavedo, juice sacs of manda@n ynshiy,
orange C. sinensiy and lemon €. limon) were
characterized by low contents in total carotenoitig,
B,B-xanthophylls accumulated after the green st@e (
Genetic factors were also shown to play an imporiale

in Citrus carotenoid composition when other sources of
variation as maturation stage, geographical orignu
cultural practices were minimized@). According to our
previous work, on the basis of carotenoid qualitati
compositions of juicesCitrus species were clustered in
three groups: the mandari€.( reticulatg cluster, the
citron (C. medica cluster and the pummel€ ( maxima
cluster. OrangeQ. sinensis varieties belonged to the
mandarin cluster and at commercial maturity were
characterized byg,p-xanthophylls (mainly violaxanthin
and p-cryptoxanthin) accumulation in juice sacs of fsuit
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Orange juices contained lowd¥-cryptoxanthin levels
than mandarins912). However, quantitative differences
were found among different orange varieties. Led an
Castle 13) found differences between Hamlin, Earlygold
and Budd Blood orange juices in carotenoid
accumulation during the maturation period. Violatkam
was one of the main pigments in the three varidtigsts
contents changed from one variety to another. Cara Ca
navel orange was characterized by the accumulaifon
linear carotenoids in parallel to the accumulatioh
violaxanthin @4).

Carotenoid biosynthetic pathway has been well
established 15-16 but further information concerning
the role of each biosynthetic step in the contrbthe
flux of intermediates of the carotenoid pathwayCitrus
fruits is required. Indeed, carotenoids are syritieesin
chloroplasts and chromoplasts by nuclear-encoded
enzymes. The immediate precursor of carotenoidd (an
also of gibberellins, chlorophylls, phylloquinonesnd
tocopherols) is the geranylgeranyl diphosphate (BGP
The condensation of two molecules of GGPP catalyzed
by phytoene synthase (PSY), leads to the firstwotdss
carotenoid: phytoene. Precursors of carotenoids
synthesized in chloroplasts and chromoplasts derive
mostly from the plastidial methylerythritol phospha
(MEP) pathway 17-18. The coordination of the MEP
pathway and the carotenoid pathway was shown to be
involved in the regulation of carotenoid accumulatin
tomato fruits 19-20. Previous study on the flavedo of
Citrus clementinashowed that the deoxyxylulose 5-
phophate synthase (DXS) and PSY, the first enzyohes
the MEP and carotenoid biosynthetic pathway
respectively, were involved in the control of carmid
biosynthesis Z1). To date, there is no data on the
coordination of the MEP pathway and the carotenoid
pathway during carotenoid biosynthesis in the jisaes
of Citrus fruit. The red lycopene is synthesized by the
action of two desaturases: phytoene desaturase) (@IS
(-carotene desaturase (ZDS) in four steps. Cyclizatio
lycopene is a branching point: one branch lead§-to
carotene and the other déecarotene. Lycopeng-cyclase
(LCY-b) then converts lycopene infpcarotene in two
steps whereas the formation @fcarotene requires the
action of two enzymes: lycoperecyclase (LCY-e) and
LycopeneB-cyclase (LCY-b) 22). According to Roneet
al. (23) the steps catalyzed by the two lycopene cyclases
were involved in the accumulation of lycopene im&to
fruit. The synthesis of-cryptoxanthin, one of the main
pigments in the juice sacs Gitrus fruit is carried out in
two steps by the LCY-b and tiffecarotene hydroxylase
(HY-b). Violaxanthin is synthesized from thé-
cryptoxanthin in three steps: one step catalyzeti¥yb
and two steps by zeaxanthin epoxidase (ZEP).Hy&
and Zep genes should play an important role in the
differential carotenoid accumulation in the juices of
mandarin and orange fruits9-00). Violaxanthin is
converted into neoxanthin by the action of neoxanth
synthase (NSY). However, neoxanthin has not been
identified in juice sacs of mandarin and oran2d.(The
catabolism of some carotenoids influenced carotenoi
accumulation, mainlgis-violaxanthin accumulation. The
enzyme Seis-epoxycarotenoid dioxygenase (NCED)
which catalyzes a limiting step in abscissic adMdBA)
biosynthesis was shown to be involved in the rdgra
of carotenoid accumulation in the pulp Gftrus fruit
(24).

The regulation mechanisms of carotenoid
accumulation during fruit maturation have been
investigated by numerous studies. Works on tomaiio f
suggested that the regulation of carotenoid bid®sis
was predominantly controlled at the transcriptiolezkl
(23, 25-26. Lycopene accumulation would be due to the
concomitant upregulation of phytoene synthase and
phytoene desaturase and downregulation of lycopene
cyclases. However, results in apricBtnus armeniaca
fruit showed that carotenoid accumulation was not
correlated with the regulation of the expressionZdé
gene involved in B-carotene synthesis2T). Post-
transcriptional regulation, feed-back regulation dnyd-
products and metabolic regulation (ethylene) were
suggested as other regulation mechanisms in caidten
accumulation. In the peel of orange fruit, durirrgitf
maturation, the change from tlfige-carotenoids to the
B,B-carotenoids was explained by the downregulation of
LCY-e and the upregulation of LCY-b and HY-®, £98.
According to lkomaet al. (29), the accumulation of
carotenoids in both the peel and juice sacs ofugss
mandarin C. unshiy was in agreement with the increase
of CitPsyl transcript. The CitPsyl and CitPdsl
transcripts increased with the synthesis of camtinin
the juice sacs of Satsuma mandarin whereas ingbk p
the level ofCitPdsltranscript was not coordinated with
the level of CitPsyl transcripts §0). Mandarin fruits
accumulated high amounts pferyptoxanthin in the peel
and in the juice sacs during fruit maturation e kevels
of Chx1 (or Hy-b) andChx2transcripts were consistent in
peel and juice sacs during all stages of fruit msdton,
indicating thatChx1 and Chx2 genes were not regulated
at the transcriptional leveB{). Only one study analyzed
carotenoid biosynthesis in the juice sacs of sé\@&iteus
varieties and species investigating the expressibn
seven biosynthetic gene8).(According to these authors,
in juice sacs of Satsuma mandarin and Valenciagaraa
simultaneous increase in the expression GitPsy
CitPds CitZds CitLcyh, CitHyb, andCitZepgenes led to
massive B,B-xanthophylls accumulation. Moreover, the
predominant Sis-violaxanthin accumulation in juice
sacs of Valencia orange would be due to a low sgiwa
of CitNced2 gene with a low ABA synthesis24).
Conversely, in lemon juice sacs, the low total camotid
content could be explained by the upregulation of
CitNced2 and also a lower expression of the gene set
involved in the production of,B-xanthophylls 24). In
some cases, carotenoid accumulation in fruits e b
well correlated with carotenogenic gene expressiar,
in Citrus fruit, in some varieties, the expressionRifs
and Hy-b genes could not be related to carotenoid
biosynthesis. Furthermore, only few studies have
compared severalCitrus varieties characterized by
different carotenoid compositions. Therefore, farth
information concerning carotenoid accumulation in
Citrus fruit and carotenogenic gene expression is
required. Although one study has analyzed carotenoi
catabolism 24) in juice sacs o€itrus fruits, there are no
data on MEP and carotenoid pathway interactions and
their implications in carotenoid accumulation incgi
sacs. Only Alo®t al. (21) have analyzed the role of DXS
in carotenoid biosynthesis in the peel @itrus fruit.
These authors showed tHaxs and Psy expression were
not coordinated but that the highest expressiomxd
coincided with a peak in total carotenoid and abybdryll
abundance suggesting that there is a competititwelea
carotenoid and chlorophyll pathways for GGPP
precursor.
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The objective of this paper was to identify what
regulatory mechanisms are involved in the different
carotenoid composition in juices of four orangeietas
belonging to the sam@itrus species. Our study aimed to
answer the following questions: is the intraspecifi
diversity observed in the carotenoid accumulation
regulated at the transcriptional levelGitrus fruit?

Huang pi Chen orange respectively; (2) in November
(beginning of stage IlIl), with an average diameter.0
+0.3; 54 +0.1; 84 +0.5; 7.2 £ 0.4 cm for Shaino
Sanguinelli, Cara Cara navel, and Huang pi Chen orange
respectively; (3) in February (stage Ill), with anerage
diameter of 7.2 + 0.6; 6.2 + 0.1; 8.6 £ 0.4; 8.8.8 cm
for for Shamouti, Sanguinelli, Cara Cara navel, and
Huang pi Chen orange respectively.
MATERIALS AND METHODS

Huang pi Chen orange produces distinctive yellow
fruits. The conformity of Huang pi Chen nuclear and
cytoplasmic genomes to those ©f sinensiswas tested
with Simple Sequence Repeat (SSR) markers before
carotenoid and RT-PCR analyses. Ten nuclear markers:

Plant materials

Table 1. List of genotypes

no. common name Tanaka system ICVN no.? mCrCIR07D07, mCrCIR01D06, mCrCIR06B05,

1 Shamouti orange C. sinensis (L.) Osb. 0100299 mCrCIR01E02, mCrCIR01F04, mCrCIR0O1F0S,
2 Sanguinelli orange C. sinensis (L.) Osb. 0100243 CI01HO5, CI02F03, CI07C07, and Cl08C0383) and

3 CaraCaranavelorange  C.sinensis (L) Osb. 0100666 four chloroplastic markers: NTCP 9, CCMP6, SSCP 11,
4 Huang pi Chen orange C. sinensis (L.) Osb. 0100567 and SSCP 9 34) were used. DNA extraction was

Internationnal Citrus variety numbering

Cara Cara erange

Shamoutiorange Hang p thenorange  Sarguineli orange

Figure 1. Fruits of four oranges differing in flesh colour.

Fruits of four orange varietie€|[ sinensigL.) Osb.]
(Table 1) were harvested at three different developmental
stages from August to February during the 2005-2006
season. The varieties used in this study were Shtmo
(normal orange colour), Sanguinelli (“blood cultiva
purple colour and relatively high anthocyanin layel
Cara Cara navel (pink-reddish), and Huang pi Chen
(yellowish colours) (seEigure 1).

Fruits were collected from adult trees grown at the
germplasm collection of Station de Recherches
Agronomiquesof INRA-CIRAD of San Giuliano and
subjected to standard cultural practices. For each
genotype, at each maturation stage, 15 fruits were
collected from three individual plants growing ihet
same field, and grafted on the same rootstock tyarie
RNA extraction was performed from juice sacs of ¢hes
four orange varieties harvested at three develofahen
stages: (1) in August, [stage Il, Bairg2)], with an
average diameter of 4.7 £ 0.2; 49+ 0.4; 5.7+ 8.2
0.2 cm for Shamouti, Sanguinelli, Cara Cara naved, an

Table 2. Characteristics of orange juices in February.

performed from fresh leaves according to Doyle &l2o
(35). PCR amplifications, polyacrylamide gel
electrophoresis and silver staining were carried ou
according to the method of Froelichetral. (33).

Carotenoid analysis

Carotenoid analysis was performed on the juice sfcs
fruits harvested at the last developmental staigeésli|,
Bain, 32)] in February 2006. Fruit maturity was
estimated using commercial maturity indicato3$-87):
juice content, soluble solid content (SSC), titrégab
acidity (TA) and maturity index (SSCI/TA ratioYdble
2). Juice content was expressed as percentage iof fru
weight. Titratable acidity (TA) of juices was deténed
by titration to pH 8.2 with 0.1 mol £ NaOH and
expressed as percentage of anhydrous citric acii an
soluble solid content (SSC) was determined with a
refractometer (Atago model 0~32%, Japan). Maturity
index was evaluated as the SSC/TA ratio. Juice colou
was measured at the last developmental stage m&gh
using a Minolta CR-310 colorimeter. An aliquot of leac
juice was analyzed using a plate (diameter of 5 amal) a
white background. Blank measurements were made with
the plate filled with distilled water. The colour
parameters L* (taking values within the range 05100
correspond from black to white), a* (negative tsifige,
from green to red) and b* (negative to positivenirblue
to yellow) 38) are presented ihable 2

Carotenoids were extracted and analysed according to
Dhuique-Mayeret al. (12) and Fanciullinoet al. (10).
Briefly, carotenoids were extracted from 20 g ofcgui
(stirred with 120 mg of MgC¢) with a mixture of 35 mL
of ethanol/hexane, 4:3 v/v, containing 0.1% of BHT a
antioxidant. Lycopene (750 pL of solution, equiveleo
90 ug) orp-apo-8'-carotenal (150 pL, equivalent to 40
Hg) was added as an internal standard. Residue was
separated from the liquid phase by filtration trgiua

no. common name diameter (cm+SD)® _juice content (%+SD) _maturity index+SD" Colour parameters®

L*+SD a*+SD b*+SD
1  Shamouti orange 7.2+0.6 32.3+14 7.940.5 61.9+0.2 7.7+0 .2 55.1+0.6
2  Sanguinelli orange 6.2+0.1 33.8+2.5 7.1+0.5 33.0+1.4 32.3+0.9 15.0+1.7
3  Cara Cara navel orange 8.610.4 42.4+3.0 10.6+0.4 58.6+£0.1 11.0+0.4 48.4+0.1
4 Huang pi Chen orange 8.3+0.3 40.3+2.5 6.8+0.2 68.8+0.2 -10.4+0.2 44.6+0.7

33D, standard deviation. "soluble solid content/titratable acidity ratio. “uniform colour space CIELAB (38), L* (taking values within the range 0-
100, correspond from black to white), a* (negative to positive, from green to red) and b* (negative to positive, from blue to yellow).
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filter funnel (porosity no. 2).This residue wasendfracted
with 35 mL of the previous solvent and then withr80

of ethanol and 30 mL of hexane until it was colesasl
Organic phases were transferred to a separatoryefun
and successively washed with 2 x 50 mL of 10 %.sodi
chloride and 3 x 50 mL of distilled water. The ague
layer was removed. The hexanic phase was dried,
redissolved in 20 mL of hexane and saponified dgétn

at room temperature using an equal volume of 10 %
methanolic KOH. The sample was transferred to a
separotory funnel to which 50 mL of distilled wateas
added to separate the layers. Hexanic layer wabedas
with distilled water until it was free of alkali. h&
methanolic KOH layer was extracted with 3 x 10 niL o
dichloromethane. The extracts were pooled and veéashe
to remove alkali. The extracts were dried usingydnbus
sodium sulfate, filtered, and evaporated in a yotar
evaporator. The residue was dissolved in 500 pL of
dichloromethane and 500 puL of MTBE/methanol (80:20,
v/v). This solution was diluted 6-fold in MTBE/metial
mixture for 3 orange varieties (cv. Shamouti, Sangjli,
Cara Car navel). Analyses were carried out under red
light to avoid carotenoid degradation during exicac
and saponification.

Carotenoids were analyzed by high-performance liquid
chromatography using an Agilent 1100 system (Massy,
France). Carotenoids were separated alongy@@umn
[250 x 4.6 mm i. d., 5 um YMC (EUROP GmbH)]; the
mobile phases were,B as eluent A, methanol as eluent
B, and MTBE as eluent C. Flow rate was fixed at 1 mL
min, column temperature was set at 25°C, and injection
volume was 20 pL. A gradient program was performed:
the initial condition was 40 % A/60 % B; 0-5 min, 20
A/80 % B; 5-10 min, 4% A/81 % B/15 % C; 10-60 min 4
% A/11 % B/85 % C; 60-71 min, 100 % B; 71-72 min,
back to the initial condition for reequilibration.
Absorbance was recorded at 290, 350, 400, 4504@ad
nm using an Agilent 1100 photodiode array detector.
Chromatographic data and UV-visible spectra were
collected, stored, and integrated using an Agilent
Chemstation plus software.

Carotenoids were identified using their retention

times, absorption spectra, and co-injection witthantic
standards. Standards were purchased from Extrasgath
(Genay, Francep-carotenep-cryptoxanthin, zeaxanthin,
lutein, lycopene,B-apo-8’-carotenal. Quantification of
carotenoids was achieved using calibration cuniés v
carotenep-cryptoxanthin, lutein, lycopene arfidapo-8'-
carotenal with five concentrations. Correlation
coefficients ranged from 0.994 to 0.998. Other
carotenoids were quantified a$-carotene. Each
carotenoid was quantified using area collected9ét @
350, 400, 450, 470 nm depending on its maxinjum
Recoveries were determined by adding an internal
standard (lycopene of-apo-8'-carotenal) before the
extraction of each sample analyzed and used teaorr
carotenoid contents after HPLC analysis. The
concentration of each carotenoid was expressecgds m
! The total contents in carotenoid pigments of gaic
were calculated by summing the concentrations bf al
compounds. The concentrations of carotenoid pigsnent
were also expressed as relative percentage of pett
area. Analysis precision was checked from three
consecutive extractions-saponifications-injectiaisthe
same sample and coefficients of variation wer&%.
Concentrations were expressed as the mean of the dat
from three extractions. Limit of detection (LOD) dan
limit of quantitation (LOQ) were calculated fop-
cryptoxanthin by preparing serial dilutions of this
compound in the mobile phase (concentrations rangin
from 1 to 10 mg [%). Calibration curves and then LOD
and LOQ were determined with LOD = 3 x S/a and LOQ
= 10 x S/a (where S is the standard deviation ®blank
signal and a the slope of the calibration curvep A
ANOVA test was performed with the GLM procedure of
SAS (SAS Institute Inc. 1989) to analyse quantitati
differences between orange varieties.

Total RNA isolation and RT-PCR analysis

Pulp of peeled fruits was immediately frozen under
liquid nitrogen and kept at — 80 °C until analydistal
RNA was isolated from juice sacs as described by
Manning (1991) §9) and cleaned up with the RNeasy
Plant Mini Kit (Qiagen). DNase | treatment (RNased-r

Table 3. Primer pairs used for gene expression analysis by real-time RT-PCR.

Gene Primer Primer amount® Amplicon size
Dxs Forward 5-CGTGTTTTCAACACACCTGACG-3' 3.6 puL 120 pb
Dxs Reverse 5'-AAGCCCCGAAGTCTTCCTCAT-3' 1.2 pL
Psy Forward 5-GGTCGTCCATTTGATATGCTTG-3' 0.5puL 111 pb
Psy Reverse 5-CCTAAGGTCCATCCTCATTCCT-3' 0.5 pL
Pds Forward 5'-GACAAGGAAGGGTTTCTGTCC-3' 0.5 uL 134 pb
Pds Reverse 5'-GCTTAGAAGGACGAGGAGAAG-3' 0.5 pL
Zds Forward 5'-CGATCCTTACATGCCCTTAC-3' 0.5puL 145 pb
Zds Reverse 5-AGGTCCCTCACGGTACAAAG-3' 0.5 pL
Lcy-b Forward 5'-CCCATGTATGACCCATCAAAG-3' 0.5 puL 130 pb
Lcy-b Reverse 5'-TGGGAGATGGATCAATCGAG-3' 0.5 pL
Hy-b Forward 5-GGTGCTGGACTTGGCATTAC-3' 0.5puL 120 pb
Hy-b Reverse 5'-AGCGACTCTCCGGAAATAAG-3' 0.5 uL
Zep Forward 5-TTGGTTGATGGGATTTCTGG-3' 0.5puL 134 pb
Zep Reverse 5'-TCCCCAACCGCTTTAGCTAG-3' 0.5 pL

solution of SuM.L'l. Gene-specific primers were designed with the use of primer3 software and corresponded to
Citrus coding sequences available in databases of Pds (AB046992, AJ319761, AB114657), Zds (AB072343,
AJ319762, AB114658), Lcy-b (AY166796, AY533826, AB114660), Hy-b (AF296158, AB114661, AY533828) and
Zep (AB075547, AB114662, AY533829). Primer pairs specific to Dxs and Psy genes were designed Alés et al.

(2006).
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DNase Set; Qiagen) was applied in the purification
column according to the manufacturer’s instructidog
absorption spectrophotometry and gel electropheresi
were performed to test RNA quality and integrity as
described by Sambroak al. (1989) 40).

RT-PCR

Quantitative mRNA analyses were performed
according to the method described by A#dsal. (2006)
(22). A Roche LightCycler 2.0 instrument was used with
the LightCycler 4.0 software. RT-PCR was performed in
a total volume of 10 pL with 50 ng total RNA, 2.5itsn
Multiscribe Reverse Transcriptase (Applied Biosysjems
1 unit RNase Inhibitor (Applied Biosystems), 2 pL LC
FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green | (Roche) and
2.5 pM specific primersT@able 3). Primer pairs for each
biosynthetic gene were based on the corresponding
Citrus coding sequences isolated from fruit and available
in databases. The RT-PCR procedure consisted of 48°C
30 min, 95°C 10 min followed by 45 cycles at 95°C 2
seconds, 60°C 10 seconds and 72°C 15 seconds.
Fluorescent intensity data were acquired during7@fC
extension step. Specificity of the amplificatioracdons
was checked by post-amplification dissociation esrv
and by sequencing the reaction products. To tramsfo
fluorescent intensity measurements into relative ARN
levels, a 10-fold dilution series of a RNA sampleswa
used as the standard curve. Total RNA amounts were
accurately quantified with the RiboGreen dye (Molacu
Probes, Eugene, OR, USA) and were used to normalize
mRNA levels as described by Al@ al. (2006) @1).
Values were the mean of at least three independent
analyses. Statistical analysis was performed with t
GLM procedure of SAS (SAS Institute Inc. 1989) to
reveal significant differences between mRNA leveals f
each gene and at each developmental stage.

Cloning and sequencing Citrus sinensis Lcy-b
genomic DNA and allelic diversity analysis.

Amplification of Lcy-b gene was performed by PCR
using Citrus sinensis (cv. Shamouti, Sanguinelli, and
Cara Cara navel) genomic DNA as template and specific
primers: LCY-b2 forward 5'-
ATGGATACTGTACTCAAAACTCA-3' and LCY-b2
reverse 5-TTAATCTGTATCTTGTACCAAGTT-3".
This primer pair was designed on the basis of the
sequences dfcy-b cDNA from C. unshiuandC. sinensis
(AY166796, AY094582, AF240787, AY679167,
AY679168 and AY644699). PCR was performed in a
total volume of 50 pL with 1X Pfx560 PCR mix
(Invitrogen), 0.2 mM dNTP, 1 pM forward and reverse
primers, 5 units of Pfx50 DNA polymerase, and 1@0 n
of template genomic DNA,. The amplification proceslu
was as follows: 1 cycle of 94°C, 2 min; 35 cycles of
94°C, 15 s; 55°C, 30 s; 68°C, 6 min; 1 cycle of 68°C 5
min. The amplified fragments for eac@. sinensis
cultivar were separated by electrophoresis on hésase
gel, purified with GFX PCR DNA and gel band
purification kit (Amersham) and cloned into the TO®
Cloning vector using the TOPO TA Cloning® Kit
(Invitrogen)  according to the manufacturer’s
recommendations. For thecy-b gene five clones per
cultivar were sequenced. Sequencing was carriedyput
MWG BIOTECH (Germany) with the specific primers
previously defined. Sequence alignments were choig
using clustal W multiple alignment procedure of Riive
software
(http://lwww.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html).

Principal component analysis (PCA)

The data matrix was composed of 4 orange varieties
and 17 variables: total carotenoid content, 9 esaits
expressed as percentage of total carotenoid area in
February, and mRNA levels of 7 genes in February. PCA
was performed with XIStat software (Addinsoft). T
first principal components (PC1 and PC2) represented
87.16 % of the cumulated variance.

RESULTS

Diversity of carotenoid profiles within the four
orange varieties.

In order to investigate the role of the expressién
carotenoid biosynthetic genes in the intraspecific
variability in carotenoid composition, we analyziedir
colour-contrasted orange varieties (degure 1 and
Table 2). It is important to note that Huang pi Chen
produces yellow fruits (Huang pi Chen juice is
characterized by a negative CIE a* value, positizeies
corresponding to reddish colours) and that theaomfy
of Huang pi Chen genomes @itrus sinesis genomes
was verified by SSR analyses. Values of colour
parameters presented Trable 2 were contrasted among
the four oranges reflecting differences between the
varieties. Indeed, Sanguinelli orange was charaeigr
by the highest a* value (328 0.9) whereas Huang pi
Chen presented the lowest value for a* (-19@.2). For
Cara Cara navel orange the juice colour score ohhiev
was higher compared to that of Shamouti orange. As
regards the juice colour parameter b* (positiveugal
corresponding to yellowish colours), it was intéireg to
note that the juice of shamouti presented the Isighe
score (55.1 0.6) and the juice of Sanguinelli the lowest
(15.0+ 1.6). Carotenoids from juices of four orange (
sinensi} varieties (cv. Shamouti, sanguinelli, Cara Cara
navel and Huang pi Chen) at the last developmetages
in February were analysed by HPLC. Twenty two
carotenoid pigments were isolated and quantifidaeifT
chromatographic and spectral characteristics arestin
Table 4 and Figure 2. Lutein (peak number 8),
zeaxanthin (10)3-cryptoxanthin (16)¢-carotene (19)3-
carotene (20), and lycopene (22) were identified by
coinjection with authentic standards. Other pedk${7,

9, 11, 13-15, 17-18, 21) were tentatively identifiey
comparison of their chromatographic and spectral
characteristics with those available in the literat
obtained from the same plant material (orange f§)iead
under the same chromatographic conditiong ¢@lumn,
and a mixture of water, methanol, and MTBE as ejuent
Four peaks (2, 3, 4, and 12) remained unidentified.
Concentrations, in mgt, were calculated as the mean of
at least three measurements. Total content in eaoat
pigments in juices was calculated by summing the
concentrations of all individual compoundsdure 3).

Carotenoid profiles from the four orange varieties
were compared Higure 2). No qualitative differences
were found between Shamouti and Sanguinelli oranges
(profiles A and B orFigure 2) accumulated high levels
of B,B-xanthophylis:cis-violaxanthin (peak n° SFigure
2), lutein (8), zeaxanthin (10kis-antheraxanthin (11)
and f-cryptoxanthin (16)8,B-xanthophylls accounted for
62.9 % and 59.5 % of total carotenoid contentslioejs
of Shamouti and Sanguinelli oranges respectivelg:
violaxanthin ang-cryptoxanthin were the most abundant
pigments in these two genotypes. Percentagesisof
violaxanthin were 37.4 % and 34.4 % whereas
percentages di-cryptoxanthin were 15.0 % and 10.2 %
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Table 4. Chromatographic and spectral characteristics of carotenoids found in orange juices.

Amax (nm) observed

) a o I
no. RT (min+SD) tentative identification ook | ooak I oeak Il % IE
1 15.76+0.09 cis -apocarotenoid® cis328 408 430 458

2 16.33+£0.04 unidentified cis328 416 439 468 76
3 17.35+0.04 unidentified 399 422 448 75
4 17.96+0.05 unidentified 400 422 448

5 18.71+0.07 cis -violaxanthin® cis328 412 436 464 81
6 19.59+0.04 luteoxanthin® 396 418 443 75
7 19.92+0.04 mutatoxanthin® 404 426 448 31
8 20.57+0.09 Lutein® 422 444 472 48
9 20.78+0.06 mutatoxanthin® 407 428 451

10 21.89:0.04  Zeaxanthin® 426 450 476 17
11 22.55+0.04 cis -antheraxanthin® cis330 417 440 468 47
12 24.25+0.08 unidentified 422 446 473 44
13 25.40+0.09 cis -B-cryptoxanthin® Ccis338 420 444 470

14 26.10+0.04 zeinoxanthin® 422 445 473 47
15 26.96x0.06 phytoene® 276 286 298

16 28.16+0.08  B-cryptoxanthin® 427 450 477 20
17 28.59+0.03 phytofluene® 331 348 368 68
18 32.25+0.09 {-carotene® 379 400 424 90
19 33.35+0.09 a-carotene® 422 444 470 34
20 35.51+0.09  B-carotene® 452 477 12
21 45.95 cis -IyCOpeneC cis355 441 466 490

22 55.57+0.06 LycopeneUI 446 472 502 71

®RT, retention time +SD, standard deviation. bspectral fine structure value calculated as the percentage of the quotient
between band 11l and band 1l (Ans) taking the trough between the two bands as the baseline. ‘tentative identification
[Rouseff et al., 1996 (41); Goodner et al ., 2001 (11); Rodrigo et al ., 2004 (28); Melendez-Martinez et al ., 2005 a (42)

and b (43)]. didentified using authentic standards.

in Shamouti and Sanguinelli oranges respectivelese
results indicate that the difference in colour agh@oth
varieties (sedable 2) is mostly due to the presence of
anthocyanins, since the carotenoid composition is
practically identical in Shamouti and Sanguinelli.
Carotenoid composition of Cara Cara navel and Huang pi
Chen oranges were different to that of Shamouti and
Sanguinelli oranges (see profile C andrigure 2). Cara
Cara navel orange accumulated two pigmerds:
lycopene (21) and atranslycopene (22) which were not
detected in the other varieties. Some carotengohents
were undetected or detected as traces in juicétuahg

pi Chen orange (for example peaks with numbers 10, 1
14 and 16 orFigure 2). Cara Cara navel and Huang pi
Chen oranges accumulated lower amounts Pf-
xanthophylls than Shamouti and Sanguinelli oranges.
B,B-xanthophylls represented 25.7 % and 25.1 % of tota
carotenoids in juices of Cara Cara navel and Huang pi
Chen oranges respectively. Cara Cara navel orange
accumulated large amounts of linear caroteneshis t
orange, the main carotenoids were phytoene eisd
violaxanthin. The percentage of phytoene was 37.&f %
total carotenoids whereasis-violaxanthin represented
15.1 % of total carotenoids.iviolaxanthin,C-carotene,
and phytoene were the main pigments in Huang pi Chen
orange. The proportions of these carotenoids weré 2
%, 9.1 % and 8.5 % respectively. Quantitative diffees
were also found. It is important to notice thatatot
carotenoid contents in Shamouti, Sanguinelli andaCar
cara navel oranges were much higher than in Huang p
Chen orange (se€igure 3). Indeed, total carotenoid
contents in these genotypes were 23.40, 33.0314&m
2.51 mg [ respectively. Consequentlyis-violaxanthin

which was the main carotenoid in Huang pi Chen agang
reached 0.52 mgLin this genotype whereas contents
were 8.90, 11.52 and 7.35 mglLin Shamouti,
Sanguinelli and Cara Cara navel oranges respectively.

Transcript levels of seven genes in juice sacs olufo
orange varieties at three maturation stages

The expression of seven gend&xg Psy Pds Zds
Lcy-b, Hy-b, and Zep involved in the MEP and
carotenoid pathways were analyzed in juice sadewf
orange varieties by real-time RT-PCR. Primer pairsswer
defined with primer 3 software using coding seq&snc
from Citrus fruits available in public databank3able
3). The expression of these genes was studied ag thr
maturation stages (in August (A), in November (ahd
in February (F) seEigure 4). Expression values were the
mean of at least three measurements. Statisticdyses
were performed to reveal significant differencessMeen
the four orange varieties.

Two different expression patterns were distinguishe
The first one concerned the expression profileDxré
andPsygenes that were very similddxs andPsygenes
which are involved in the biosynthesis of phytoetine,
first carotenoid of the biosynthetic pathway, preed a
continuous increase in expression during fruit matan
for the four genotypexs and Psy transcripts reached
the highest levels at the last developmental stage
February: the transcripts increased 6 to 20 foli Zuto 6
fold for Dxs and Psy genes respectively from August to
February. Interestingly, a significant differencasfound
between the four genotypes in February. Transteigls
in February for bottDxs andPsygenes were much lower
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Figure 2. Chromatograms at 450 nm of carotenoids from juices of four orange varieties (A, Shamouti ;
D, Huang pi Chen). Tentative peak identification is presented in Table 4. IS, internal standard. 3-apo-8'-

Cara Cara navel ;

B, Sanguinelli ; C,

carotenal and lycopene were used as internal standard in non-saponified (chromatograms not shown) and saponified
extracts respectively. For Cara Cara navel orange, no internal standard was used in saponified extract. Note that the extracts

for Huang pi Chen orange were not diluted before injection.

in juice sacs of Huang pi Chen orange when comptared
the other oranges.

The second expression pattern concerned
expression profiles oPds Zds Lcy-b Hy-b and Zep

the

genes. In Cara Cara navel and Huang pi Chen oranges,

transcript levels of these five genes increasgdiae sacs
until November except for thiecy-b gene and Huang pi
Chen orange. Indeed.cy-b transcript levels did not
change significantly in juice sacs of Huang pi Chen
orange during maturationPds Zds Hy-b and Zep
transcripts increased 2 to 9 fold from August to
November in Cara Cara navel and Huang pi Chen
oranges. In juice sacs of Shamouti and Sanguinelli
oranges, the increase iRds Zds Hy-b and Zep
expression continued from November to February.
Consequently, Pds Zds Hy-b and Zep transcripts
increased 2 to 10 fold from August to February in
Shamouti and Sanguinelli oranges.

Principal component analysis (PCA) was performed to
examine the relationship between carotenoid cortipasi
and the expression levels of these genes. Thenuttix
was composed of 4 orange varieties and 17 variables
total carotenoid content, 9 carotenoids expressed a
percentage of total carotenoid area in Februargl an
MRNA levels of 7 genes in February. The results from
the analysis are presentedrigure 5 with the correlation
matrix in Table 5 Highly positive correlations were
found between carotenoid variables: between phgtoen
(b) and phytofluene (c) and lycopene (e) (r = 0.268
0.985 respectively), between phytofluene (c) and
lycopene (e) (r = 0.914), betwepreryptoxanthin (g) and

cis-violaxanthin (j) (r = 0.905), and between zeaxamth
(h) andcis-antheraxanthin (i) ands-violaxanthin (j) (r =
0.938 and 0.852 respectively). Negative correlatioare
also found: between total carotenoid content (a) @n
carotene (d) (r = - 0.860), betwepscarotene (f) ang-
cryptoxanthin (g), zeaxanthin (hjis-antheraxanthin (i),
andcis-violaxanthin (j), (r = - 0.936, - 0.916, - 0.94ind

- 0.821 respectively), and betweeis-violaxanthin (j)
and phytoene (b) and phytofluene (c) (r = - 0.88%] -
0.943 respectively). It is interesting to note thahly
positive or negative correlations were found betwee
carotenoids and mRNA levels of some gebs (k) was
positively correlated witlf§-cryptoxanthin (g), zeaxanthin
(h), and cis-antheraxanthin (i) (r = 0.839, 0.808, and
0.947 respectively) and was negatively correlatét
carotene (d), an@l-carotene (f) (r= - 0.907 and — 0.941
respectively).Psy () was positively correlated with total
carotenoid content (a) (r = 0.837) and negatively
correlated withi-carotene (d) (r = - 0.975Rds (m) was
negatively correlated with zeaxanthin (h) amis
antheraxanthin (i) (r= - 0.970 and - 0.873 respedy).
Lcy-b (0) was negatively correlated with total caraien
content (a), phytoene (b) and lycopene (e) (r =888, -
0.889, and — 0.945 respectivelijy-b (p) was positively
correlated with g-cryptoxanthin (g) (r = 0.956) and
negatively correlated witlg-carotene (f) (r = -0.821).
Only positive correlations were found between mRNA
levels of some geneBixs (k) was correlated witkPsy (1)

(r = 0.809).Psy () and Pds (n) were correlated (r=
0.842).Zds(n) was correlated withly-b (p) andZep(q)

(r = 0.927 and 0.971 respectively) wherébsb (p) was
also correlated with Zep (q) (r= 0.918). The
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Figure 3. Carotenoid contents in the juice sacs of four orange varieties, Shamouti, Sanguinelli, Cara Cara navel and Huang pi
Chen orange at the development stage Ill. Contents are expressed in mg L?, values are means + SD of at least three
measurements. The values for total carotenoid contents were the sum of all carotenoids characterized by HPLC analysis and
quantified with calibration curves and expressed in mg L™. For B-cryptoxanthin the limit of detection (LOD) is 0.0046 g and

the limit of quantification (LOQ) 0.0152 pug.

differentiation between Shamouti, Sanguinelli andaCa
Cara navel, Huang pi Chen orange was shown on the
PC1l axis Figure 5). It was explained by higher
percentages df,-xanthophylls and highétly-b andDxs
mRNA levels in February in Shamouti and Sanguinelli

than in Cara Cara navel and Huang pi chen oranges.
Differentiation of Cara Cara navel and Huang pi Chen
orange was effective on PC2 axis and can be explaine
by higher total carotenoid content and higher petages
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Figure 4. mRNA levels of Dxs, Psy, Pds, Zds, Lcy-b, Hy-b, and Zep in juice sacs of four orange varieties, Shamouti,
Sanguinelli, Cara Cara navel, and Huang pi Chen orange at three maturation stages, A, August; N, November and F, February.
Expression profiles were determined by real-time RT-PCR. Arbitrary units were assigned to mRNA level scales. Data are
means + SD of three measurements. Asterisks indicate statistically significant differences in mRNA levels between genotypes
(P<0,01for Dxs and Psy genes and P<0,05for Hy-b and Zep genes).

of phytoene and lycopene in Cara Cara navel orarage th
in Huang pi Chen orange.

Cloning and sequence analysis dfcy-b gene from
Cara Cara navel, Shamouti and Sanguinelli oranges.

In order to elucidate the relationship between the
accumulation of lycopene in juice sacs of Cara Caxein
orange and the allelic variability ofcy-b gene, we
isolated Lcy-b alleles from Cara Cara navel, Shamouti
and Sanguinelli oranges, PCR amplifications were

performed with genomic DNA from these three vaegti

as template. After purification, PCR products were
cloned into the TOPO® Cloning vector and five clones
per genotype were sequencdcty-b is a single copy
gene in theCitrus genome according to Fanciullired al.
(44)]. The Lcy-b clones were 1515 pb in length. These
genomic sequences were compared Liy-b cDNA
sequences and no introns were found. Moreover, two
alleles were isolated from each genotype. The gemom
sequences ofcybl and Lcyb2 from Cara Cara navel
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Table 5. Correlation matrix in PCA
a b [ d e f o] h i i k | m n 0 p q

a 1 0622 0414 -0.860 0737 -0.361 0.200 0.206 0527 -0.130 0654 0837 -0.136 0.412 -0.888 0.261 0.184
b 0622 1 0969 -0227 0985 0492 -0541 -0.622 -0.332 -0.836 -0.171 0.330 0.615 -0.007 -0.899 -0.352 -0.142
c 0.414 0.969 1 0.018 0914 0.691 -0.714 -0.774 -0.541 -0.943 -0.408 0.101 0.733 -0.179 -0.777 -0.526 -0.270
d -0.860 -0.227 0018 1  -0.389 0.728 -0.665 -0.489 -0.748 -0.342 -0.907 -0.975 0.331 -0.761 0550 -0.712 -0.587
e 0737 0985 0914 -0389 1 0340 -0.394 -0.506 -0.186 -0.731 -0.004 0.484 0528 0.130 -0.945 -0.206 -0.027
f -0.361 0492 0691 0728 0340 1  -0.936 -0916 -0.941 -0.877 -0.941 -0.612 0.792 -0.607 -0.107 -0.821 -0.530
g 0200 -0541 -0.714 -0.665 -0.394 -0.936 1  0.757 0.765 0.905 0.839 0.613 -0.578 0.782 0.259 0.956 0.768
h 0206 -0.622 -0.774 -0.489 -0.506 -0.916 0.757 1 0938 0.852 0.808 0.307 -0.970 0.237 0.216 0.541 0.165
i 0527 -0.332 -0541 -0.748 -0.186 -0.941 0.765 0938 1 0718 0947 0590 -0.873 0.404 -0.109 0.610 0.267
j -0.130 -0.836 -0.943 -0.342 -0.731 -0.877 0.905 0.852 0.718 1  0.665 0237 -0.747 0.464 0571 0.761 0.503
k 0654 -0.171 -0.408 -0.907 -0.004 -0.941 0.839 0.808 0947 0665 1  0.809 -0.677 0.660 -0.233 0.774 0.517
| 05837 0330 0101 -0.975 0484 -0.612 0.613 0.307 0590 0237 0809 1  -0.122 0842 -0575 0.725 0.688
m -0.136 0.615 0.733 0.331 0528 0792 -0.578 -0.970 -0.873 -0.747 -0.677 -0.122 1  0.005 -0.222 -0.321 0.078
n 0412 -0.007 -0.179 -0.761 0.130 -0.607 0.782 0237 0.404 0.464 0.660 0.842 0005 1  -0.113 0.927 0.971
o -0.888 -0.899 -0.777 0550 -0.945 -0.107 0.259 0.216 -0.109 0571 -0.233 -0575 -0.222 -0.113 1  0.147 0.096
p 0.261 -0.352 -0.526 -0.712 -0.206 -0.821 0.956 0541 0.610 0.761 0.774 0.725 -0.321 0.927 0.147 1 0.918
g 0184 -0.142 -0.270 -0.587 -0.027 -0.530 0.768 0.165 0.267 0503 0517 0.688 0.078 0971 009 0918 1

(a) total carotenoid contents, (b) phytoene, (c) phytofluene, (d) C-carotene, (e) lycopene, (f) B-carotene, (g) B-cryptoxanthin, (h) zeaxanthin, (i) cis-
antheraxanthin, (j) cis-violaxanthin, (k) DXS, (I) PSY, (m) PDS, (n) ZDS, (o) LCY-b, (p) HY-b, (q) ZEP.
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Figure 5. Orange varieties differentiation by PCA using carotenoids (expressed as percentage of total carotenoid area in
February) and mRNA levels of seven genes in February. (a) total carotenoid content, (b) phytoene, (c) phytofluene, (d) ¢-
carotene, (e) lycopene, (f) B-carotene, (g) B-cryptoxanthin, (h) zeaxanthin, (i) cis-antheraxanthin, (j) cis-violaxanthin, (k) Dxs,
() Psy, (m) Pds, (n) Zds, (0) Lcy-b, (p) Hy-b, (g) Zep. The two first principal components (PC1 and PC2) represented 87.16
% of the cumulated variance divided in 54.25 % for PC1 loaded with B-carotene (f), B,B-xanthophylls (g, h, i, j), Dxs (k), and
Hy-b (p), 32.92 % for PC2 loaded with total carotenoid content (a), phytoene (b), lycopene (e) and Lcy-b (0). Shamouti and
Shanguinelli oranges are classified in the same cluster and are different from the two other oranges by high percentages of
B,B-xanthophylis (g, h, i, j). Huang pi Chen orange is differentiated from the other genotypes by low total carotenoid content
(a) and low mRNA levels of Dxs (k) and Psy (I) whereas Cara Cara orange is separated from the other oranges by high
percentages of lycopene (e) and phytoene (b).

orange were different in 14 nucleotides, resulting3
amino acid changes. These two allelesyplandLcyb?
were also present in Sanguinelli and Shamouti @sng
(data not shown) and in Bonanza orange (GenBank
accession number DQ496221 and DQ496222).

This study attempted to evaluate the roles of the
expression of seven genes in the carotenoid
composition of four orange Vvarieties. The
coordination of the MEP and carotenoid pathways
was also investigated. Total carotenoid content in
the four oranges was in agreement with the

DICUSSION expression levels oDxs and Psy in February.
Moreover, transcript levels dbxs and Psy were
Regulation of biosynthetic genes at jthe positively correlated Rigure 3)--These findings

transcriptional level and relationships with carotenoid

suggestithatiin juice sacs, the expressiobxsfand
composition in oranges.

Psygenes is coordifated and this plays an important
|l
e
138



Origine de la Différenciation Intraspécifigue

role in carotenoid accumulation. These results iare
agreement with those of Loist al. (19) on tomato
(Lycopersicon esculentymfruits, demonstrating that
coordinated expression of these two genes condrolle
carotenoid synthesis. Ii€itrus fruits, the expression
patterns ofDxs in juice sacs and flavedo are different
since Dxs mRNA levels in the peel decrease with the
degreening of fruits1). A possible explanation for this
difference, could be a competition for GGPP between
carotenoid and chlorophyll biosynthetic pathways in
flavedo. The decrease s transcripts and the increase
in Psytranscripts would allow a prevalure of carotenoid
synthesis over chlorophyll. In juice sacs, very low
amounts of chlorophylls are synthesized. This fzat
explain the coordinated expressionDofs andPsygenes.

It is worth to mention that in juice sacs of Hugmnd-hen
orangeDxs and Psy expression was relatively lower that
in the other varieties although this observationitbglf
des not appear to explain the practically abserfce o
carotenoids is this variety. The carotenoid cleavag
dioxygenase genes would not play an importantsiviee
the percentage otisviolaxanthin in Huang pi Chen
juices was high (20.6 %p4). However, ABA levels in
this variety should be determined to confirm this
hypothesis.

In juice sacs of Shamouti and Sanguinelli orantjes,
accumulation of,B-xanthophylls was associated with the
increase in the expression of carotenoid biosyithet
genes, and especially with the up-regulation ofHilyeb
gene. Indeed, high transcript levels d-b gene in
February were correlated with high percentageg3-of
cryptoxanthin. TheHy-b transcripts increased 9 fold in
Shamouti orange and 10 fold in Sanguinelli orangenf
August to February. According to Kaé al. (9), thep,p-
xanthophyll accumulation in juice sacs of Satsuma
mandarin and Valencia orange was due to a simutane
increase in the expression of gen€gPsy CitPds
CitZds CitLcyh CitHyb and CitZep Our results are in
agreement with those of Kaad al. (9) for Shamouti and
Sanguinelli cultivars which are characterized b th
highest percentages pf3-xanthophylls The presence of
anthocyanins in juice sacs of Sanguinelli orangeukh
be responsible for the higher CIE a* value (redness)
compared to that of Shamouti juicds. (

Surprinsingly, in Cara Cara orange, no significant
difference was found in the transcript levelsPofs Zds
Lcy-bgenes in February when compared to Shamouti and
Sanguinelli oranges. It was expected that the
accumulation of carotenes could be related to down-
regulation of the expression of these genes anecesdly
by a down-regulation oEcy-b expression. In addition,
the Cara Cara navel orange phenotype could not be
explained by mutations in the coding sequence ef th
Lcy-b gene. Indeed, the two alleles isolated from this
genotype were also those of other oranges whicindid
accumulate lycopene. The large amount of phytoene i
juice sacs of Cara Cara navel orange was not due to a
higher expression dbxs and Psy genes when compared
to Shamouti and Sanguinelli oranges. These reardtin
agreement with those of Taat al. (45). These authors
showed that in juice sacs of Cara Cara and Washington
oranges, no remarkable difference Rayexpression was
observed, while phytoene exclusively accumulated in
Cara Cara. Other regulation mechanisms should be
involved such as post-transcriptional regulations,
catalytic activity of enzyme or plastid import aizyme.

According to Inoueet al. (46), LCY-b was synthesized as

a precursor of about 60 kDa, targeted both to thebée

and to the membrane fractions of plastids and was
processed into a mature form of 45 kDa. These
mechanisms could play a role in enzyme activation.
Another explanation could be that the turnover tof t
carotenogenic enzymes would depend on the orange
varieties leading to contrasted activities of timzyenes
and differential compound accumulation. The two
enzymes (PDS and ZDS) needed plastoquinones and a
plastid terminal oxidase as electron acceptor talyze
desaturation reaction8,(15. So, Cara Cara navel orange
phenotype could also be explained by a defaulhésée
cofactors. A similar situation has been found indPate,

a navel orange mutant which produces yellow mature
fruits (47). Pinalate flavedo was characterized by an
unusual accumulation of linear carotenes (phytoene,
phytofluene and(-carotene) and lower ABA contents
than in the corresponding tissues of the parerdekty
Navelate. The authors suggested that an alteratidn
carotene desaturase oriicarotene desaturase-associated
factors is responsible for the Pinalate phenotype.

In conclusion, the results presented in this work
revealed a general pattern of transcript changgiioe
sacs of citrus fruit, characterized by an apparent
coordination ofDxs and Psy expression and a general
increase in mMRNA levels of carotenoid biosynthetic
genes. These transcript changes correlated well thve
B,B-xanthophyll accumulation, the normal carotenoif se
observed in Shamouti and Sanguinelli oranges. EHte d
also suggest that the preferential accumulatiofinefr
carotenes in Cara Cara navel and the practicallynabse
of carotenoids in Huang pi Chen oranges were not
predominantly due to changes in the regulation of
carotenoid biosynthetic genes at the transcripti@vel.

ABBREVIATIONS USED

GGPP, geranylgeranyl diphosphate. HYBkcarotene
hydroxylase. HY-e, e-carotene hydroxylase. LCY-b,
lycopene B-cyclase. LCY-e, lycopene-cyclase. MEP
pathway, methyerythritol phosphate pathway. PDS,
phytoene desaturase. PSY, phytoene synthase. RFLP,
restriction fragment length polymorphism. SSR, sinpl
sequence repeats. ZDS;carotene desaturase. ZEP,
zeaxanthin epoxidase.
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111.3.2. Diversité alléligue du génelcy-b chez quatre variétés d’orange

111.3.2.1. Introduction

L’'orange Cara Cara naveC( sinensis mutant de I'orange Washington navel, présente
une coloration particuliere due a 'accumulationlgeopéne de couleur rouge (2,260,50
mg.LY) en plus de laisviolaxanthine jaune (5,4% 0,65 mg.L[}) et de lap-cryptoxanthine
orange (1,7& 0,33 mg.LY). Les sacs & jus de cette orange sont aussi édsgst par de fortes
concentrations en caroténes incolores : en phyt¢#8@®6+ 1,11 mg.[) et phytofluéne
(5,06 + 0,30 mg."). L'orange Cara Cara navel se distingue ainsi aléses oranges qui
accumulent principalement des xanthophylles-violaxanthine p-cryptoxanthine, lutéine et
qui ne présentent pas de lycopéne (GOODN&ERal. 2001 ; LEE et CASTLE 2001 ;
DHUIQUE-MAYER et al, 2005). Cependant les mécanismes de régulatidm lmiesynthése
des caroténoides a l'origine de ce phénotype, enanhez les oranges, ne sont pas encore
élucidés. L'orange Huang pi Chen est pour sa @aetctérisée par de faibles teneurs globales

en caroténoides et une accumulation préférentellearotenes.

Nous avons analyseé I'expression des géhes Psy, Pds Zds Lcy-b, Hy-b, Zepdans les
sacs a jus des quatre oranges (cultivars Shan®arguinelli, Cara Cara navel et Huang pi
Chen) au cours de la maturation des fruits. Nosltats suggerent que I'accumulation du
lycopene dans les sacs a jus de I'orange Carar@aed n’est pas liée au niveau d’expression
du genelcy-b: les quantitts d’ARNm du génkcy-b, mesurées a trois stades de
développement des fruits, ne sont pas significaterg difféerentes dans les sacs a jus des
trois oranges Shamouti, Sanguinelli et Cara CavalnBe plus les quantités de transcrits des
genesDxs et Psy dans les sacs a jus de l'orange Cara Cara navebmiepas non plus
supérieures aux quantités mesurées dans les gasgl@s oranges Shamouti et Sanguinelli ;
une surexpression de ces deux genes aurait pugegpliaccumulation des carotenes. Ces
résultats sont en accord avec ceux de TéQCal. (2007) qui ont montré que le niveau
d’expression du genBsy dans la pulpe de I'orange Cara Cara est compakablaiveau

d’expression mesuré dans la pulpe de I'orange \Wgsin navel.

Par ailleurs, les analyses RFLP ont montré queelee gcy-b est monolocus dans le
génome des espéeces du gediteus. Sur la base de ces mémes analyses nous avorgs@rop

gue le fragment chromosomique porteur du dameb est a I'état hétérozygote avec un alléle
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de pamplemousse et un allele de mandarine. L'a@&igihylogénétique des deux alléles du
genelcy-b chez les orangers a été confirmée par les résudeg analyses DHPLC. Nous
n'avons pas détecté de polymorphisme entre leseqoaanges étudiées pour le gemy-b
avec les marqueurs RFLP et SSR tandis que lessasal)HPLC montrent des variations
dans la séquence du gebey-b de I'orange Huang pi Chen par rapport aux troigesu

oranges qui paraissent identiques pour ce gene.

L’objectif de cette étude est de compléter cesltgtsuen étudiant la diversité allélique du
génelcy-b chez les quatre oranges caractérisées précéderemefinant et séquencant les

deux alléles potentiels pour chaque variéte.

111.3.2.2. Résultats et Discussion

11.3.2.2.1. Clonage et séquencage du danebchez quatre oranges

Afin de préciser la diversité allélique du gehey-b et d’analyser son éventuelle
implication dans I'accumulation différentielle dearoténoides dans les sacs a jus de quatre
variétés d’oranges, nous avons cloné le geneb et séquencé tous les alleles chez ces
variétés. Nous avons amplifié, pour chaque varigt&ragment de 1515 paires de bases (pb)
en utilisant les amorces Lcy-b_F 5-ATGGATACTGTACABAACTCA-3 et Lcy-b_ R 5'-
TTAATCTGTATCTTGTACCAAGTT-3. et 'ADN génomique desquatre oranges. Ce
couple d’amorces a été défini a partir des séqueetdeaend.cy-b disponibles dans les bases
de données (numéro d’accession GenBank : AY094A8844699, AF240787, AY679167,
AY679168, AY166796, AY217103 et AF152246) et afiardplifier la totalité de la séquence

codante du géne.

Les fragments obtenus a partir de ’ADN génomiquale ’ADNc ont la méme taille ce
qui implique I'absence d’introns pour le géoey-b. Nous avons cloné ces fragments de 1515
pb. Afin d’obtenir les deux formes alléliques pdteltes pour chaque génotype, nous avons
fait le choix de séquencer cing clones par génotigres la mesure ou nous avons pu montrer
gue ce gene est présent en une seule copie dagsndee des agrumes. Pour chacune des
oranges Shamouti, Sanguinelli et Cara Cara naweis mvons isolé deux alleles. Les deux
alleles de l'orange Cara Cara navel sont aussi deukorange Sanguinelli. Avec I'orange

Shamouti, nous avons obtenu une séquence iderdiqedle de I'allele 2 des oranges Cara
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Cara et Sanguinelli et une autre séquence compaltarx nucléotides différents toujours par
rapport a la séquence de l'allele 2. Compte terasirdsultats obtenus en DHPLC, qui ne
révelent pas de différence entre Shamouti et Cara/Sanguinelli, et témoignent donc de la
présence des 2 alleles, il est probable que tossclenes séquencés pour Shamouti
proviennent du méme alléle. La séquence avec dasestde différence par rapport a l'alléle
2 proviendrait donc d’'une erreur de séquencagestialiele. Les deux alleles séquencés chez
les oranges Cara Cara et Sanguinelli présenterdifiéences au niveau de 14 nucléotides et
de 3 acides aminés (Figure 23 et 24). Ces deulesltgodent pour deux protéines de 504
acides aminés. En position 50, la séquence coddaliele 1 présente la méthionine (radical
soufré), dans la séquence codée par l'allele 2acele aminé est remplacé par I'arginine
(radical basique). En positions 164 et 332, dansélquence codée par l'allele 1, nous
trouvons respectivement l'aspartate (radical acete)arginine (radical basique) qui sont
remplacés par I'asparagine (radical acide) etdméy(radical basique) dans la séquence codée
par lallele 2. Une des deux séquences isolées d¢loeange Shamouti présente des
différences par rapport a l'allele 2 au niveau dexdnucléotides et de deux acides aminés, en
position 176, la lysine (radical basique) est rexn@é par le glutamate (radical acide) et en

position 186 I'asparagine (radical acide) est rexo@é par la lysine (radical basique).
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10 20 40 50 60 70
A | R | N | R I | A | P A |
Caraallelel ATGGATACTG TACTCAAAAC TCATAACAAG CTTGAATT CT TGCCCCAAGT TCACGGGGCT TTGGAAAAAT
Caraallele2 . . . . . . . . e e e e e e e e e e
80 90 100 110 120 130 140
Caraadllelel CCAGTAGTTT AAGCTCATTG AAGATTCAGA ACCAGGAG CT TAGGTTTGGT CTCAAGAAGT CTCGTCAAAA
Caraallele2 . . . . . . . .. e e e e e e
50 160 170 180 200 210
Caraallélel GAGGAATA AGTTGTTTCA TTAAGGCTAG TAGTAGTG CT CTTTTGGA TAGTTCCTGA AACCAAGAAG
Caraallele2 . . . . ... .B} . . ... e e A s
220 230 240 250 260 270 280
A N | A | A | R | R T | A |
Caraallélel GAAAATCTTG AATTTGAGCT TCCCATGTAT GACCCATC AA AGGGCCTTGT TGTAGACCTA GCAGTTGTCG
Caraalléle2 . . . . . . . . e e e e e e e s e e e e
290 300 310 320 330 340 350
Caraadllelel GTGG GCCC CTGGGCTT GCTGTTGCTC AGCAAGTT TC AGAGGCGGGG CTTTC TTT GCTCGATTGA
Caraallele2 . .. . Cl.... Bl .- . e e A
360 370 380 390 400 410 420
e 1 T T 1 e 1 T T e e |
Caraallelel TCCATCTCCC AAATTGATTT GGCCAAATAA TTATGGTG TT TGGGTGGATG AATTTGAGGC CATGGATTTG
Caraalléle2 . . . . . . . L L e e e e e e e e s
430 440 450 460 70 480
D T T T 1 1 T T I T [
Caraadllelel CTTGATTGCC TTGATACTAC TTGGTCTGGT GCTGTTGT GC ACATTGATGA TAATACAAAG AAGGATCTT
Caraalléle2 . . . . . . . L e e e e e e e e e s e
500 510 520 530 540 550 560
P | R | A | P | P | R | A |
Caraallelel ATAGACCTTA TGG GAGTT AATAGGAAGT TGCTGAAG TC GAAAATGCTG CAAAAATGCA TAACCAATGG
Caraallele2 . . . . . ... .. LB e e e e e e e e
580 590 600 10 620 630
Caraallelel TGTTAAGTT CACCAAGCTA AAGTTATTAA GGTTATT AT GAAGAGTCCA AATCTTTGTT GATTTGCAAT
Caraallele2 . . . . . . .. T - o o o e e e e e e e e e e e
640 650 660 670 680 690
Caraallelel GATGGTGTGA CAATTCAGGC TGCCGTGGTT CTTGATGC TA CGGGAJTTCTC TAGGTGTCTT GT
Caraallele2 . . . . . .. ... .. e e e e el
710 720 730 740 750 760 770
P 1 T [ T T 1 1 T e T e |
Caraallélel ATAA CCTA TAATCCAGGT TACCAAGTGG CATATGG AT ACTAGCTGAG GTAGAAGAGC ACCCGTTTGA
Caraalléle2 . . . . Bl . . . . e e e e e e e e e e
780 790 800 810 820 830 840
Caraallelel TTTAGACAAG ATGGTTTTCA TGGATTGGAG AGATTCGC AT CTGAACAACA ATTCGGAGCT CAAAGAGGCA
Caraalléle2 . . . . . . . L e e e e e e e e e e e e e
850 860 870 880 890 900 910
P e R | A EE | P e P e R I | A |
Caraallelel AATAGCAAAA TTCCTACTTT TCTTTATGCC ATGCCCTT TT CGTCAAACAG GATATTTCTT GAAGAGACTT
Caraallele2 . . . . . . . . e e e e e e e s e e e e
920 930 940 950 960 970 980
Caraadllélel CGCTAGTGGC GCGGCCTGGA GTGCCAATGA AAGATATC CA GGAAAGAATG GTGGCTAGAT TAAAGCACTT
Caraallele2 . . . . . . ... e e e e e
990 1000 1010 1020 1030 1040 1050
Caraallelel AGGCATAAAA GTTA AGCA TTGAAGAGGA TGAG TT GT GTCATTCCGA TGGGTGGGCC CCTTCCAGTG
Caraallele2 . . . . ... ... . L Ao oo R e e

Figure 23. Comparaison des séquences des alléles 1 et 2 dulgeg+b isolés chez
'orange Cara Cara navel/Sanguinelli. La séquemckatiele 1 sert de référence. Les portions
identiques sont remplacées par des points, seulsllaucléotides différents sont représentés.
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1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260
Caraallélel TTCAGGACAC AAATTGTCTG CTGAAGTTTG GAAAGATT TG TGGCCCATAG AAAGGAGAAG GCAAAGGGAG
Caraadléle2 . . ... ... .. . o e e e e e e e R T s e e
1270
F e T e T T T [ BN EEEY | N L R
Caraalélel TTCTTCTGTT TTGGTATGGA TATCCTGCTC AAACTTGA CT TACCTGCCAC TAGAAGGTTT TTCGATGCTT
Caraalléle2 . . . . . ... .. ..o e e e B T -
Caradlélel TTTTTGATCT GGAGCC GT TATTGGCATG GTTTCTTA TC ATCGAGATTG TTTCTCCCCG AGCTTTTAGT
Caraaldle2 . ... ... ... . ..... L e P - - T

1410 1420 1430 1440 1450 1460 1470
P T [ 1 e 1 S [ e e T [ [ B |
Caraallelel TTTTGGGCTT TCTCTATTCT CACATGCCTC TAATACTT CT AGGCTAGAGA TCATGGCAAA GGGAACTCTT
Caraalléle2 . . . . .. . ... .. e e B e e e e e e e e e e e e e e e e

1480 1490 1500 1510
P [T L T T T e e L D

Caraadlllel CCTTTGGTTA ACATGATCAA CAACTTGGTA CAAGATAC AG ATTAA

Caraalléle2 . . . . . . . ... . oo e e A

Figure 23. Comparaison des séquences des alléles 1 et 2 adulLggb isolés chez
I'orange Cara Cara navel/Sanguinelli (suite).
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10 20 30 40 60 70
A | R | A | B T B A | B
Caraadlélel MDTVLKTHNK LEFLPQVHGA LEKSSSLSSL KIQNQELR FG LKKSRQKRN SCF I KASSSA LLELVPETKK
Caraalléle2 . . . . . . . ... L0 Lo

80 90 100 110 120 130 140
Caraadlélel ENLEFELPMY DPSKGLVVDL AVVGGGPAGL AVAQQVSE AG LSVCSIDPSP KLIWPNNYGV WVDEFEAMDL
Caraallele2 . . . . . . . ... Lo e
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Figure 24. Comparaison des séquences d’acides aminés obtampaetir des alleles 1 et
2 du gend.cy-bisolés chez I'orange Cara Cara/Sanguinelli. Laisége déduite de l'alléle 1
sert de référence, les acides aminés identiquasreprésentés par des points tandis que les
trois acides aminés différents en position 50, 16332 sont entourés.

Nous avons d’abord comparé les séquences des dleles asolés chez I'orange Cara
Cara/Sanguinelli aux séquences disponibles darmkeEs de données en réalisant un Blastn a
partir du site NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BIST/). Les résultats de cette
comparaison sont détaillés dans le Tableau 12 tqsel nous ne présentons que les
séquences les plus proches, isolées €hezinensiscodant pour une lycopeétfiecyclase et
comportant une séquence codante compléte (1519Nphbs avons classé 12 séquences (les
deux alleles isolés chez I'orange Cara Cara/Saetuét les 10 séquences présentées dans le
Tableau 11) en utilisant une classification hiénayoe ascendante, basée sur le calcul des
dissimilarités a partir de l'index de Kimura avee logiciel @DARwin 5.0 (CIRAD

Montpellier, France). Le dendrogramme obtenu estgmté dans la Figure 25.
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Tableau 12.Caractéristiques des séquences codantes du_gg#eisolées cheZitrus

sinensiset disponibles dans les bases de données

Source Séquence d

Numéro Numéro

‘accession d'accession

GenBank GenPept

O000 000000

. sinensis, c\Cara Cara  Lcy-b, allozymel, séquence codante compeiée a partir ARNm
. sinensis, cBonanza Lcy-b, allozymel, séquence codante compditiée a partir ARNm
. sinensis, c\Cara Cara  Lcy-b, allozyme2, séquence codante compeiée a partir ARNm

sinensis, c\Bonanza Lcy-b, allozyme2, séquence codante comjditiée a partir ARNm

. sinensis, cwVashington Lcy-b, séquence codante compléte, isofggetir ADN génomique

sinensis, cWalencia Lcy-b, séquence codante compléte, isofgatir ADN génomique

DQ496223 ABF69943
DQ496221 ABF69941
DQ496224 ABF69944
DQ496222 ABF69942
AY644699 AAU14144
AF240787 AAF44700

. sinensis, cWalencia Lcy-b, séquence codante compléte, isofggtir ARNm DQ235259 ABB72443
. sinensis, c\Cara Cara  Lcy-b, séquence codante compléte, isgéetia ADN génomique
. sinensis, cWalencia Lcy-b, séquence codante compléte, isofgatir ADN génomique
. sinensis, cHonganliu  Lcy-b, séquence codante compléte, isofdaré ADN génomique

AY094582 AAM21152
AY679167 AAU05145
AY679168 AAU05146

_____
-

/" C.sinensis DQ235259 C-Sg‘e_'”‘Sis A_F(Z:4O787”‘I
| C.sinensis DQ496223 sinensis Cara aliéle 1)

\

' C.sinensis DQ496221

~~o

S~

-

C.sinensis DQ496222
C.sinensis DQ496224,’

Figure 25. Classification des séquences du geaebisolées chefitrus sinensis

Nous distinguons’deux_groupes.pfincipauxalGkra-l-appattienfau premier groupe
9 kS

qui comprend cing séquences dont celle obtenueta da C. sinensist':lﬁlltiya; Cara Cara
-

! -

L=
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(numéro d’accession GenBank DQ496223, allozymedl)e obtenue a partir d@. sinensis
cultivar Bonanza (DQ496221, allozyme 1), celle ésokhezC. sinensiscultivar Valencia
(AF240787) et celle isolée ché&z sinensiscultivar Valencia (DQ235259). L'allele Cara 2
appartient au deuxieme groupe qui comprend ausgisgquences dont celle obtenue a partir
de C. sinensiscultivar Cara Cara (numéro d’accession GenBank 8224, allozyme 2),
celle obtenue a partir de. sinensicultivar Bonanza (DQ496222, allozyme 2), cellecoloie

a partirC. sinensiscultivar Honganliu (AY679168) et celle isolée chezsinensiscultivar
Washington (AY644699). Une troisieme séquence (AMIB2) isolée chez l'orange Cara
Cara navel et une autre (AY679167) obtenue a pagtiforange Valencia ne sont classées
dans aucun de ces deux groupes. Etant donné qgenklcy-b est monolocus dans le
génome des agrumes et que nous avons déja deusnségqudifférentes pour le gebey-b
pour ces deux variétés d’orange (une séquence alatain des deux groupes distingués),
nous faisons I'hypothése que ces séquences pairramrespondre a une séquence

consensus obtenue apres séquencage d’'un mélandeweslleles.

Nous avons ensuite comparé les séquences d'acidegsaobtenues a partir des 12
séquences précédemment décrites. La protéine abtenpartir de l'allele 1, isolé chez
'orange Cara Cara/Sanguinelli, est identique &4 @0la lycopen@-cyclase obtenue a partir
C. sinensiscultivar Cara Cara (DQ496223), et @e sinensiscultivar Bonanza (DQ496221).
La protéine obtenue a partir de l'alléle 2, isdiéz I'orange Cara Cara navel/Sanguinelli, est
identique a 99% (différence au niveau d’un acidénéjna la lycopeng-cyclase obtenue a
partir deC. sinensiscultivar Cara Cara navel (DQ496224) @t sinensiscultivar Bonanza
(DQ496222).

11.3.2.2.2. Discussion des relations diversit@&lédue du genécy-b chez les oranges et

compositions en caroténoides

Les deux alléles du géney-bisolés chez I'orange Cara Cara navel sont aussi de
'orange Sanguinelli. L'allele 1 correspond a urémence disponible dans les bases de
données et qui a été séquencée chez I'orange Gaeat&hdis que l'allele 2 est aussi tres
proche de la deuxieme séquence isolée chez Cara (@#dférences au niveau de 2
nucléotides). Ces séquences (numeéro d’accessiorBaBknDQ496223 et DQ496224)
n'étaient pas disponibles lorsque nous avons démitéavail. Ces alléles ont aussi été isolés

chez d’autres oranges comme |'orange Bonanza. Athsiz les orangers, nous avons montré
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la présence de deux alléles du géng-b avec des variations minimes autour de ces deux
séquences pouvant étre dues a des erreurs de gégeed la publication de séquences
consensus approximatives ou encore a des mutgtmmsuelles. De plus, le phénotype de
'orange Cara Cara navel ne semble pas lié a urezgiié dans la séquence codante du gene
Lcy-h Des oranges n’accumulant pas de lycopéne (c\gualli et Bonanza) possedent ces
deux mémes alleles. De plus, nous avions propopartat de I'analyse du fragment d’ADN
porteur du géné.cy-b avec des marqueurs RFLP et SSR, que les pomElopatadis)
possédaient deux alleles de pamplemous$iernfaxima tandis que les orangers étaient
hétérozygotes avec un allele de pamplemoussiernetli¢éle de mandarinier. Avec le
séquencage du gehey-b a partir d’'un représentant des trois taxons de keasle I'oranger
Cara Cara nous avons montré que l'allele 1 de Cara provient d’'un mandarinier et l'allele

2 d’'un pamplemoussier. Ainsi, si l'alléle de panmpaissier code pour une enzyme peu ou
pas fonctionelle, ce défaut d’activité serait cong#gechez I'oranger Cara Cara par I'enzyme
codée par l'allele de mandarinier. Par ailleursjusgu’a présent nous n'avons pas réussi a
séquencer ce gene chez I'orange Huang pi Chen, pensgons que cette orange présente un
plus grand polymorphisme dans la séquence du beyd et que les amorces définies ne

permettent pas d’amplifier la séquence de ce géne.
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IV.1. DISCUSSION GENERALE

IV.1.1. Structuration de la diversité des compositins en caroténoides dans les jus des
agrumes cultivés

Les compositions en caroténoides des jus d'agrwmesscomplexes. Ces compositions
dépendent de plusieurs facteurs : des conditiomsogmementales, des pratiques culturales,
du stade de maturité des fruits et de I'espece & glariété. Par ailleurs, I'analyse des teneurs
en caroténoides des jus d’agrumes est particul@emtéressante pour la détermination des
qualités organoleptiques et nutritionnelles destdruEn effet, nous rappelons que les
caroténoides sont des composants majeurs de ldtéquals fruits d’agrumes. lls sont
principalement responsables des couleurs jaunegerat rouge des fruits. Ce sont aussi des
micronutriments qui ont plusieurs fonctions biobpges : provitamines A et antioxydants.
Ainsi, de nombreux auteurs se sont intéressés mfitspen caroténoides des jus d’agrumes.
Cependant, ces études concernent principalemenbriesges €. sinensis et analysent
souvent une seule variété. De plus, la variétéigitme géographique et le stade de maturité
des fruits ne sont pas toujours précisés. Dan®uitexte, le premier objectif de notre étude
était I'analyse de la diversité des compositionca@mténoides des fruits du ge@irus en
étudiant 25 génotypes représentant les 8 espéagsudies cultivés. Cette analyse, portant
sur un nombre élevé d’espéces cultivées sur un ns@met soumises aux mémes pratiques
culturales, constitue la premiere étape pour I'étdeé la structuration de la diversité des
compositions en caroténoides et I'étude des détemts génétiques de ces compositions. Elle
permet aussi de déterminer les variétés les ptéasessantes d’un point de vue organoleptique

et nutritionnel.

Nous avons déterminé les compositions en carotéaoites jus de 25 génotypes
appartenant au genf@trus. Nous avons recolté les fruits a maturité surstabres (trois
clones) en prélevant 15 fruits par arbre soit 4Btdrpar génotype. De plus, pour chaque
variété, nous avons analysé au moins trois éclardjl ce qui signifie que la séquence
extraction/saponification/analyse HPLC a été répé&é moins trois fois. Les données
(teneurs en caroténoides exprimées en Mgdnt été analysées par la réalisation d’'une
ANOVA. Grace a ces résultats, nous avons montré lguéacteur génotype contribue
fortement a la variance pour chaque composé. Aiaswvariabilité génétiqgue est un des

facteurs majeurs de la diversité des compositionsagoténoides des fruits d’agrumes. Ces
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résultats sont en accord avec ceux de KA&tQal. (2004) qui ont étudié les teneurs en
caroténoides dans les sacs a jus de trois esp&ggsindes :C. unshiy C. sinensiset C.
limon. Ces auteurs ont montré que les fruits de ces #speces ont des compositions en
caroténoides tres différentes a maturité. La mamel&@atsumad. unshi) est caractérisée
par des teneurs élevées [erryptoxanthine, I'orange valenci& ( sinensiy par des teneurs
élevées en isomeéres de violaxanthine et le citehigbonne C. limon par de trés faibles
teneurs en caroténoides totaux et 'absence daxanthine. Ainsi, notre étude généralise ces

résultats sur I'importance du facteur génétique.

Nous avons comparé les 25 génotypes sur la bdsepdésence/absence des caroténoides
en utilisant la méthode Neighbor Joining et unerivaitde dissimilarités de Dice avec le
logiciel @DARwiIn 4.0 pour la construction d’'un aebdes distances. Cette analyse nous a
permis de distinguer trois groupes. Le premier, goies appellerons groupe des mandarines
(C. reticulatg comprend 13 génotypes : 3 mandarines, la clémen@. clementing 4
oranges €. sinensiy 3 bigarades. aurantiun), la lime Rangpur@. limonig et le citron
Volkameriana C. limonig. Le deuxiéme, que nous appellerons groupe demtsé.
medicg, contient 5 génotypes : 2 cédrats, 2 citraDslimon et la lime douce de Palestine
(C. limettioide$. Le troisieme, que nous appellerons groupe degpl@mnoussesd. maxima,
comprend aussi 5 génotypes: 2 pamplemousses aintlgs C. paradis). La lime
Mexicaine C. aurantifolig et le pamplemousse ChandI€. (naximd ne sont classés dans
aucun des trois groupes. En utilisant la méthodechi@, nous avons montré que deux
caroténoides sont a l'origine de cette structunatida p-cryptoxanthine et lacis-
violaxanthine. Seuls les génotypes du groupe deslanaes sont capables de synthétiser a la
fois ces deux composeés. Les génotypes du groupedalats peuvent produire de fla
cryptoxanthine mais sont caractérisés par deddiBles teneurs en caroténoides totaux. Les
génotypes du groupe des pamplemousses synthéis@ntaroténe mais accumulent surtout
du lycopene. Notre étude met ainsi en évidencelepidifférences interspécifiques sont trés

marquées.

Nous avons également étudié la structuration deliVarsité des compositions en
caroténoides sur la base des teneurs en composdéiisamt la méthode Neighbor Joining et
les distances Euclidiennes avec le logiciel @ DAR D pour la construction d’'un arbre des
distances. Les mandarines et la clémentine sengistnt des oranges par des concentrations
plus élevées ep-cryptoxanthine et a lI'inverse des teneurs plusléai encis-violaxanthine ce
qui confirme les résultats de GOODNER al. (2001). Il est intéressant de noter que les

mandarines et la clémentine analysées sont pagtieaient riches efi-cryptoxanthine avec
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des teneurs variant de 9,09 + 0,55 & 17,51 + 0,80 Mselon les cultivars (avec une
concentration de 10,29 + 0,70 pour la mandarineiterégdnéenne). KiMet al. (2001) ont
déterminé des valeurs @rcryptoxanthine comprises entre 3,2 et 7,8 nigeh analysant trois
variétés de mandarines a maturité (récoltées eéef.obeuls KATCet al. (2004) ont trouvé
des valeurs comparables pour la mandarine Satsunadugité (récoltée au mois de janvier au
Japon) avec une concentrationfearyptoxanthine de 15,9 mg'L Grace & ces résultats, nous
mettons en évidence que les petits agrumes cudtivede région meéditerranéenne sont
particulierement intéressants d’'un point de vueanodeptique (couleur naturelle orange vif)
et nutritionnel (teneurs élevées en provitaminext Antioxydants). Ceci renforce les résultats
de DHUIQUE-MAYER et al. (2005) qui ont analysé les compositions en cacitias dans
les jus de 8 variétés d’oranges, de la mandarirdtenganéenne et de la clémentine récoltées
a San Giuliano et qui ont déterminé des valeursééle enp,p-xanthophylles pour ces
cultivars avec des valeurs comprises entre 1,350% @t 10,70 + 0,45 mglpour lap-
cryptoxanthine (10,70 + 0,45 mg'lpour la mandarine méditerranéenne) et entre 139%

et 6,97 + 0,60 mg.t pour lacis-violaxanthine. Les bigarades, la lime Rangpureetitron
Volkameriana, ayant comme composé majoritairefderyptoxanthine mais des teneurs
moyennes en caroténoides totaux (valeurs compeiges 2,26 + 0,21 et 8,40 + 0,16 mQ)L
sont plus proches du groupe des cédrats dont lesyges présentent tous des faibles teneurs
en caroténoides totaux (valeurs comprises ent@9(103 et 1,26 + 0,07 mg). L'orange
Huang pi Chen qui présente aussi de faibles tersucsiroténoides totaux (1,74 + 0,09 mg.L
1) est éloignée des autres oranges. Le groupe deglgramusses apparait plus dispersé avec
de fortes variations des concentrations en lycopgeme les différents génotypes (valeurs
comprises entre 0,30 + 0,10 et 10,07 + 0,65 My.Nous montrons ainsi que la variabilité

intraspécifique dépend surtout des variations giadives en caroténoides.

L'analyse de la diversité des compositions en éamitles des jus des 25 génotypes
appartenant au genr@itrus a permis de mettre en évidence le réle importanfatteur
génétique, les autres facteurs de variations @@mmisés par ailleurs. Ceci nous conduit a

une analyse plus fine des liens entre diversitdglypique et diversité génétique.

A partir de la présence/absence des composés,avous classé les génotypes en trois
groupes : le groupe des mandarin€s feticulatg, le groupe des cédrat€.(medica et le

groupe des pamplemouss€s (maxima. Ces trois especes sont considérées comme égant |
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trois especes de base a partir desquelles déewerdes espéeces secondaires. La
différenciation de ces trois taxons de base sdwa@ta un processus de fondation dans trois
zones géographigues et a une évolution allopatriges autres espéces auraient été formées
par des événements de recombinaisons sexuéesimisrplus tard entre les especes de base
mises en contact grace aux échanges commerciau ahigrations humaines (BARRET et
RHODES, 1976 ; OLLITRAULTet al, 1992c ; HERRER@t al, 1996 ; HERRER!t al,
1997 ; FEDERIClet al, 1998 ; NICOLOSIet al, 2000 ; OLLITRAULT et al, 2000 ). Nos
résultats suggerent que I'évolution des agrumesvéslest le principal facteur d’organisation
de la diversité des compositions en caroténoidessi, A’'organisation des agrumes réveélée
par la composition en caroténoides est en accorec des organisations établies
précédemment par l'utilisation de marqueurs mokioes neutres (HERRERE& al, 1996 ;
HERREROet al, 1997 ; FEDERICEt al, 1998 ; NICOLOSEt al, 2000 ; OLLITRAULT et

al., 2000). D’aprés nos résultats, les orangess{nensiy et les bigaradesC( aurantiun)
sont dans le groupe des mandarin@sréticulatg. D’aprés plusieurs auteurs, les orangers et
les bigaradiers sont proches des mandariniers omhigtrogressé des fragments du génome
nucléaire des pamplemoussiers (HERRERO al, 1996 ; FEDERICIl,et al, 1998 ;
OLLITRAULT et al, 1999 ; NICOLOSEt al, 2000 ; LUROCet al, 2001 ; BARKLEYet al,
2006). Nous avons montré que la clémenti@e ¢lementina est dans le groupe des
mandarines. Les études précédentes s’accordeta $ait que la clémentine est un hybride
entre une mandarine et une orange (NICOL&Sil, 2000 ; OLLITRAULT et al, 2000). La
lime Rangpur et le citron Volkameriana appartiertiremmssi au groupe des mandarines. La
lime Rangpur et le citron Volkameriana seraient loi@srides respectivement entre un cédrat
et une mandarine et entre un citron et une bigaexteisés avec une mandarine (NICOLOSI
et al. 2000). Le citron Eureka, le citron MeyeE.(limon et la lime douce de Palesting. (
limettioided appartiennent au groupe des cédrats. NICOL&S. 2000 suggerent que les
citrons sont des hybrides entre cédrats et bigartdalis que la lime douce de Palestine un
hybride entre un cédrat et une orange. D’apres réssltats, les pomelo<( paradis)
appartiennent au groupe des pamplemousses. Lessétualéculaires suggerent que ce sont
des hybrides entre des pamplemousses et des oralBgés, la lime Mexicaine .
aurantifolia), qui apparait isolée dans notre étude, seraihylomide entre un cédrat €.
micranthaespece qui ne fait pas partie de notre analysE@NOSI et al. 2000). Les liens
observés entre la composition en caroténoides @ivéasité génétique des agrumes nous a
conduit a formuler I'hypothese que I'évolution degrumes cultivés est le principal facteur

d’organisation de la diversité des compositionsaoténoides.
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Notre premier objectif était d’analyser la struetion de la diversité des compositions en
caroténoides des jus des agrumes et d’étudier ditapce du facteur génétique et ainsi les
liens entre diversité des compositions en carotfasoiet diversité génétigue des agrumes.
L’analyse d’un grand nombre d’espéces représelitardemble des agrumes cultivés permet
aussi de proposer quelles étapes de la chaineodgnbiese semblent constituer des étapes

clés dans la structuration de la diversité phéngtginterspécifique et intraspécifique.

Les génotypes du groupe des mandarines accumwddaiecryptoxanthine et de lais-
violaxanthine, deu$,p-xanthophylles de fin de la chaine de biosynth€sgtains génotypes
de ce groupe, les trois mandarines, la clémentifes@uatre oranges, produisent aussiae I
carotene, de la zeinoxanthine et de la lutéinesgait desp,e-xanthophylles. Ces derniers
génotypes explorent les deux branches de la voigiasynthése des caroténoides. Dans ce
groupe, les mandarines et la clémentine se digtimgules oranges par un rapp@r
cryptoxanthine tis-violaxanthine supérieur ou égal a 1,5 tandis queapport est inférieur
ou égal a 0,3 chez les oranges. Les génotypesalip@rdes cédrats synthétisent dei-Ha
cryptoxanthine. Les produits situés en aval datte dganche de la chaine de biosynthése ne
sont pas présents et les génotypes du groupe degtcéont caractérisés par des trés faibles
concentrations en caroténoides totaux. Les gérmtgoe groupe des pamplemousses ne
synthétisent que des caroténes: phytoéne, phgtadlu lycopéne etp-caroténe. |lIs
n'accumulent pas les produits situés en aval datte branche de la chaine de biosynthese.
Ces résultats suggerent que les étapes catalyaééspcarotene hydroxylase (HY-b) et la
zéaxanthine époxydase (ZEP), impliquées dans hadion de la-cryptoxanthine et de la
cis-violaxanthine a partir d@-caroténe, jouent un réle important dans la difiération des
génotypes du groupe des mandarines par rapporg@ustypes des deux autres groupes et
aussi dans les variations relevées entre les gég®tyu groupe des mandarines comme entre
les mandarines et les oranges. KA&Oal. (2004) suggérent également que la diversité des
compositions erf,p-xanthopylles entre la mandarine Satsuma et I'aeaviglencia est liée a
la B-carotene hydroxylase (HY-b), a sa spécificité dbssrat et I'équilibre entre le niveau
d’expression des genes situés en amont et des ginés en aval des étapes catalysées par
HY-b. En effet, HY-b transformerait plus efficacemiée -caroténe emf-cryptoxanthine que
la B-cryptoxanthine en zéaxanthine. De plus, les geondsnt pour des enzymes situées en
amont sont plus exprimés dans les sacs a jus chataarine tandis que ceux situés en aval

sont moins exprimés ce qui accroit les quantitésutistrag-carotene (KATCet al, 2004).
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La Lycopénes-cyclase (LCY-e) qui transforme le lycopenecenaroténe parait jouer un role
important dans les difféerences phénotypiques relewhtre les mandarines, la clémentine et
les oranges d’une part et les bigarades, la limegRar et le citron Volkameriana d’autre part.
Chez la tomate, le phénotype du mutBwetta, qui accumule dw-carotene a la place du
lycopene, est lié a la présence d’'un allele sppeifidu génécy-e Cet allele differe de celui
du type commun au niveau de la séquence promatdcgqui entraine la surexpression du
genelcy-edans les fruits du mutabtelta (RONENet al, 1999). Un tel mécanisme peut étre
a l'origine des différences en ce qui concerneclimeulation de B-caroténe et def,e-
xanthophylles dans les fruits des génotypes dupgraies mandarines. En ce qui concerne les
génotypes du groupe des cédrats, la phytoéne $3eehéSY), catalysant la premiére étape
de la voie de biosynthése des caroténoides, sgoire un rdle important dans la faible
accumulation des caroténoides dans les jus deécetypes. Les analyses chez la tomate ont
montré que |'étape catalysée par PSY constitue étape clé dans la synthese des
caroténoides des fruits et que le géne codantgeite enzyme est surexprimé au cours de la
maturation des fruits ce qui est lié a une accutimanassive de caroténoides (BRAMLEY
et al, 2002 ; FRASERet al, 2002). D’aprés KATCet al. (2004), le niveau d’expression de
'ensemble des genes conduisant fip«xanthophylles est plus faible dans les sacs @yus
citron de Lisbonne par rapport au niveau relevésdes fruits de la mandarine Satsuma mais
comparable a celui relevé dans les sacs a jusodanfje Valencia. De plus, les quantités
d’ARNm du géneCitNced2,codant pour une enzyme catalysant la transformatelacis-
violaxanthine en xanthoxine, sont plus élevées tksacs a jus du citron de Lisbonne que
dans les sacs a jus de l'orange Valencia (KAGtCal, 2006). Ces meécanismes semblent
impliqués dans la faible accumulation des caroti®idans les sacs a jus du citron de
Lisbonne. Ceci souligne I'importance des étapeslystes par PSY et NCED pour les
compositions en caroténoides des jus des agrunessata transformation du lycopéne en
B-carotene catalysée par la lycopéheyclase (LCY-b) semble étre une étape clé pour les
génotypes du groupe des pamplemousses. Les faiis thmate sont caractérisés a maturité
par de fortes concentrations en lycopene et de=muterplus faibles efi-carotene et autres
caroténes. L'accumulation du lycopene semble &ged I'augmentation de I'expression des
genesPsyet Pdset a la diminution de I'expression des geheg-b et Lcy-eau cours de la
maturation des fruits de la tomate (FRASE&Ral, 1994 ; BRAMLEY et al, 2002). Chez la
tomate, le phénotype du mutdBeta qui accumule d@-carotene a la place du lycopene dans
les fruits, est lié au ger® codant pour une lycopeffiecyclase et surexprimé dans les fruits
du mutant (RONENMet al, 2000). Ces mécanismes intervenant au niveau roke ggdant pour
LCY-b chez la tomate (niveau d’expression du génepoésence d'un geéne spécifique)

peuvent étre également a 'origine du phénotypevdgétés du groupe des pamplemousses.
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Nous pouvons formuler trois hypothéses concerremtécanismes de régulations des
étapes clés : (1) il existe une diversité dedealldes génes codant pour ces étapes ce qui a
pour conséguence soit une modification de 'adigpécifigue des enzymes correspondantes
soit une variation de I'expression des genes cogant ces étapes ; (2) des variations au
niveau des séquences régulatrices externes aus @emenoteurs, facteurs de transcription,
régulations épigénétiques) entrainent une expmesiftérentielle des genes codant pour les
étapes clés de la biosynthése des caroténoidedeshagrumes ; (3) la variabilité des étapes
clés dans la structuration de la diversité phéngtgn’est pas liée a une variation qualitative
(alleles) ou quantitative (expression) des genetamts pour les enzymes des différentes
étapes de la chaine de biosynthese mais a cellkkreBaéléments (cofacteurs, modifications
post-transcriptionnelles). Dans la suite de natredil, nous nous sommes appliqués a tester
les deux premiéres hypotheses. La différenciatidarspécifique est de nature qualitative
tandis que le polymorphisme intraspécifique eshgipalement quantitatif. On peut penser
gue la régulation au niveau transcriptionnel est &ément majeur des variations des

compositions intraspécifiques.

IV.1.2. Diversité phylogénétigue des principaux ges de la voie de biosynthése des
caroténoides

Le deuxiéme objectif de cette étude était I'analydes liens entre la diversité
phylogénétique des principaux genes de la voiea®y/hbthése des caroténoides et la diversité
des compositions en caroténoides des jus d’agru@ess.analyses ont été réalisées sur 25
génotypes, précédemment caractérisés en ce querc@nteur composition en caroténoides,
avec l'utilisation de marqueurs RFLP et SSR. Pagr dnalyses RFLP, trois enzymes de
restrictionEcaRV, BanHl et Hindlll ont été utilisées pour la digestion de 'TADNMrgpmique
des 25 génotypes. Sept sondes correspondant aotienpdes séquences codantes des sept
génes Psy, Pds Zds Lcy-b Lcy-e Hy-b et Zepont été marquées avee{P] ce qui a permis
de révéler le polymorphisme a l'intérieur des ségee de ces genes (site de restriction dans
la séquence de ces génes) ou aux alentours démes @ites de restriction a I'extérieur de la
séquence de ces genes). En ce qui concerne lgses @SR, le motif microsatellite amplifié
se trouve a l'intérieur de la séquence codanteahe Hy-b et a I'extérieur de la séquence
codante du génecy-h

o

Le nombre de cqpies; Dbour les sept genes:analyaes de une/pour, le-geney-b a au
mois trois pour le gérigds | P

k!

L=

158



Discussion Générale

Gene codant pour la phytoéne synthétase (PSY)

Les profils RFLP obtenus avdtcdrV et BanHIl comportent deux a trois bandes par
génotypes. De plus, il n’y a pas de site de rd&iridde ces deux enzymes dans la séquence de
la sonde qui correspond a une portion de la ségueandante du géenesy D’aprés ces
résultats, nous suggérons que deux copies du Bgyeont présentes dans le génome des
Citrus. Ces résultats sont en accord avec ceux d'IKOatAl. (2001) qui ont obtenus des
profils RFLP avec deux ou trois bandes en utilisastenzymes de restricti@ral, EcoRl et
Hindlll et TADN génomique de la mandarine Satsur@a (nshij. Deux copies du geriesy
ont été trouvées dans le génome de la tonhgtmpersicon esculentyndu tabacicotiania
tabacun), du mais £ea mayp et du riz Oryza sativi (BARTLEY ET SCOLNIK, 1993 ;
BUSCH et al, 2002 ; GALLAGHER et al, 2004) et une seule copie dans le génome
d’Arabidopsis thalianaet du poivron Capsicum annuujfROMERet al, 1993 ; LANGE ET
GHASSEMIAN, 2003). De plus, les études chez la tenmat montré qu@sylest transcrit
dans les chromoplastes des fruits tandis sy est spécifique des feuilles (BARTLEY et
SCOLNIK, 1993). De méme, d'aprés GALLAGHER al (2004), un seul des deux génes
Psy, Psylet nonPsy2est transcrit dans les tissus de I'endospermeazdet du mais. Nous

n'avons pas de résultat similaire chez les agrumes.

Gene codant pour la phytoéne désaturase (PDS)

Avec la sondéPds et I'enzyme de restrictioBcaRV, les profils révélés présentent deux
ou trois fragments par génotype. De plEsgRV ne coupe pas la séquence de la sonde. Ces
résultats mettent en évidence que deux copies meiRys seraient présentes dans le génome
desCitrus. KITA et al. (2001), suggérent quedsest présent en un faible nombre de copies
chez leCitrus. En revanche, les études guabidopsis thalianagla tomate, le mais et le riz
n’ont mis en évidence qu’un seul locus pour le gede(CORONAet al, 1996 ; LANGE et
GHASSEMIAN, 2003 ; MATTHEWSet al, 2003).

Gene codant pour [acarotene désaturase (ZDS)

Les profils RFLP obtenus avec la sortts présentent deux a six fragments par génotype
avecEcadRV et trois a cing fragments avBanHl. Il n’y a pas de site de restriction pour les
enzymesEcaRV etBanHl dans la séquence de la sonde. Ainsi, il y a@aimoins trois loci
pour le géneZds chez lesCitrus. Comme pourPds une seule copie du gexals serait
présente dans les génome$Arabidposis thaliana du mais et du riz (LANGE et
GHASSEMIAN, 2003 ; MATTHEWSet al, 2003). Nous n’avons pas trouvé d’autre étude

analysant le nombre de copiesAtisdans le génome des agrumes.
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Gene codant pour la lycopefieyclase (LCY-b)

Avec la sondelcy-b et 'enzymeEcdRV, nous avons obtenu une a deux bandes par
génotype. De méme, avec les analyses SSR, ledsppodisentent un a deux fragments par
génotype. Nous suggérons ainsi la présence d’'ume sepie pour le génkecy-b chez les
Citrus. Les analyses chez la tomate montrent la présgémaieux copies du geney-b. Un
gene code pour une enzyme spécifique des chronepldss fruits tandis que l'autre code
pour une enzyme spécifique des chloroplastes déefe(RONENet al, 2000). Il n'y a pas,

a notre connaissance, d’étude similaire chez lasmaes.

Gene codant pour la lycopeaeyclase (LCY-e)

Les profils obtenus avec la sontey-e comportent un a trois fragments par génotype
avec EcaRV et un a cinq avedlindlll. Les variétés deC. medicaet deC. maximane
présentent qu’une seule bande que ce soitBeeRV ouHindlll. De plus, il N’y a pas de site
de restriction pouEcoRV dans la séquence de la sonde tandis que I'en#indil coupe
une fois la séquence de la sonde. Nous proposnssaie le genécy-eest présent en une
seule copie dans le génome @e medicaet C. maximaet présent en deux copies dans le
génome deC. reticulataet des autres espéeces. RONE&Nal. (1999) suggérent qu'il n'y a
qu’'une copie du génkcy-e chez la tomate. A notre connaissance, il n’y agiastre étude

sur le nombre de copies de ce géne chez les agrumes

Geéne codant pour [&carotene hydroxylase (HY-b)

Avec la sondeHy-b et les enzymes de restrictiicdRV etBanHI, nous avons obtenu un
a deux fragments par génotype. De méme, avec lgsas SSR, les profils présentent un a
deux fragments par variété. Ces deux enzymes reenopas la séquence de la sonde. Ainsi,
il y aurait un seul locus pour ce gene dans le géndes Citrus. Cependant, avec cette
hypothese, les trois variétés de pamplemoussehstétozygotes avec le méme profil pour
les deux enzymes ce qui est peu probable. Kthal (2001) ont isolé deux clones codant
pour HY-b a partir du flavédo et des sacs a jutadeandarine Satsuma. Les séquences de
ces deux clones sont tres proches (différencesvaaunde six nucléotides) et les auteurs de
cette étude suggerent que ce sont deux allelesndéime gene. Deux copies du géheb ont
été mises en évidence chirmbidopsis thalianaet chez la tomate (HIRSCHBERG, 2001 ;
Lange et GHASSEMIAN, 2003). Chez la tomate, comroargPsy et Lcy-b, un géne est
exprimé dans les tissus des fruits et l'autre dasdissus chlorophylliens (HIRSCHBERG,
2001). D’autres analyses, avec de nouvelles enzydeegestriction et ['utilisation de
génotypes haploides sont nécessaires pour poumaiture sur le nombre de copies du géne

Hy-b dans le génome dé&3trus.
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Gene codant pour la zéaxanthine époxidase (ZEP)

Avec la sondeZep et I'enzyme de restrictiokcoRV, nous avons obtenu deux a quatre
fragments par génotype. De plus il n'y a pas de @it restriction dcaRV dans la séquence
de la sond&ep Ainsi, nous proposons qu&p est présent en deux copies dans le génome
desCitrus. Les études sulrabidopsis thalianamontrent la présence d’'une seule copie du
geneZep (XIONG et al, 2002 ; LANGE et GHASSEMIAN, 2003). Il n'y a pasétude

similaire chez les agrumes.

L’organisation de la diversité des compositioncaroténoides dans les fruits d’agrumes
coincide avec l'organisation de la diversité géneti précédemment mise en évidence avec
I'existence de trois taxons de base a partir ddsgiéiveraient les autres espece<iteus.
Nous avons formulé I'hypothése que le processusgotiiion des agrumes est le principal
facteur d’organisation de la diversité des compmsiten caroténoides des jus d’agrumes. De
méme, l'organisation globale de la diversité gén&tj dans ou autour des génes de
biosynthese des caroténoides, basée sur les @R#ilP est en accord avec les structurations
obtenues avec des marqueurs moléculaires neutERRHROet al, 1996 ; HERRERGet
al., 1997 ; FEDERIClet al, 1998 ; NICOLOSIet al, 2000 ; OLLITRAULT et al, 2000 ;
LURO et al., 2001). Avec ces marqueurs RFLP, naamis obtenu une forte différenciation
entre les trois espéces de base avec de nombesmédnts spécifiques d'une de ces especes.
De plus, les especes de base présentent des BB avec un nombre moyen de bandes
plus faible que celui obtenu pour les espéces skd@s, ce qui indique que ces derniéres
sont plus hétérozygotes. Nous avons également stt@n des profils pour les especes
secondaires a partir des alleles définis pourdpgaes de base pour les gereg Pds Lcy-b
et Lcy-e Ces profils sont en accord avec la structuratienla diversité génétique des

agrumes.

Les orangers (. sinensiy et les bigaradiersC( aurantium) seraient proches des
mandariniers mais auraient introgressé des fragmei génome nucléaire des
pamplemoussiers C{ maxima (HERRERO et al, 1996 ; FEDERICI, et al, 1998 ;
OLLITRAULT et al, 1999 ; NICOLOSEt al, 2000 ; LUROCet al, 2001 ; BARKLEYet al,
2006). Pour les genddsy et Lcy-b, ces deux especes sont hétérozygotes et présémtent
méme allele de mandarine et deux alleles différdatpamplemousse. Dans le cas du gene

Pds les profils sont identiques pour ces deux espgoepossedent un alléle de mandarine et
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un allele de pamplemousse. Pour le géng-e les oranges présentent deux alléles de
mandarine tandis que les bigarades ont un alleleatedarine et un alléle de pamplemousse.
Les oranges sont globalement plus proches des miaeslajue les bigarades. La clémentine
serait un hybride entre la mandarine méditerrargenmine orange (NICOLOSt al, 2000).

La clémentine €. clementini est hétérozygote pour le gefsy avec deux alleles de
mandarine dont I'un est présent dans les orangéautte est spécifique de la mandarine
méditerranéenne. Les résultats obtenus avec lessdeéus et Lcy-b montrent que la
clémentine est hétérozygote avec un alléle de mmgned@t un allele de pamplemousse
(présent également dans les oranges). Le profinobpour le genkecy-eest identique a celui
des oranges avec deux alleles de mandarine. Lexlpsnseraient des hybrides entre
pamplemousses et oranges (NICOL@8S4I, 2000 ; OLLITRAULT et al, 2000). Les profils
obtenus pour le géerfesysont identiques a ceux des oranges avec un digfmmplemousse
et un allele de mandarine. Avec les geRes et Lcy-b les pomelos ne présentent que des
alleles de pamplemousse qui sont aussi présents leise oranges. Les pomelos sont
hétérozygotes pour le gehey-eavec un allele de mandarine et un alléle pamples®u_es
citrons C. limon) seraient des hybrides entre cédrats et biga@€OLOSI et al, 2000).

Le citron Eureka est hétérozygote pour le geésgavec un allele de cédrat et un allele de
pamplemousse qui est également présent chez lesbas. Pour les genleds Lcy-betLcy-

e, le citron Eureka est aussi hétérozygote avecllate ale cédrat et un alléle de mandarine
qui est présent chez les bigarades. La lime Maxéc@. aurantifolig semble étre un hybride
entre un cédrat €. micrantha(NICOLOSI et al, 2000). Dans les profils obtenus pour les
genes de biosynthése un allele de cédrat est tsuppésent. De plus, nous avons trouvé trois
bandes spécifiques a la lime Mexicaine et non eBssrchez les trois taxons de base avec les
marqueurs RFLP et une bande avec les marqueurs G&Ralléles proviendraient d&

micrantha

Ces résultats sur la diversité phylogénétique deeg de biosynthése des caroténoides
sont en accord avec le processus d’évolution desrees selon lequel les espéces secondaires

seraient issues des espéces de base par des phésatigbridation.

Nous avons proposeé que les étapes catalyséesspardgmes PSY, LCY-b, LCY-e, HY-
b et ZEP constituent des étapes clés impliquées tardiversité des compositions en

caroténoides au sein du ge@irus. Les enzymes LCY-e, HY-b et ZEP semblent jouer un
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réle important pour les génotypes du groupe desdarares, PSY parait contréler une étape
clé pour les génotypes du groupe des cédrats etlh@¥ur les génotypes du groupe des
pamplemousses. Les deux principales hypothése®mmt les mécanismes de régulation a
ces étapes sont (1) une variation dans la séquingene ; (2) une variation de I'expression
du gene. Une modification de la séquence du géng @etrainer une modification de
I'activité de I'enzyme ou une variation de I'expses1 du gene. Les résultats concernant la
diversité phylogénétique des genes de biosynthesearoténoides apportent des éléments de

réponse concernant la premiere hypothese.

L’étape catalysée par la phytoéne synthétase quatde gend’>sysemble impliqguée dans
la différenciation des cédrats, des citrons Meyd&fugeka et de la lime douce de Palestine des
autres génotypes ; ces premiéres variétés étaattéasées par des concentrations tres faibles
en caroténoides totaux. Les cédrats, les citraniime douce de Palestine mais aussi la lime
Rangpur et le citron Volkameriana présentent defilprhomozygotes avec deux alleles de
cédrat pour le locus du géemsy pour lequel du polymorphisme a été mis en évidehae
lime Rangpur et le citron Volkameriana présenteas deneurs en caroténoides totaux
intermédiaires entre celles des cédrats/citronseies des mandarines/oranges. Ainsi, la
diversité phénotypique ne semble pas liée a larsiiéemise en évidence autour du gesg
Nous suggérons que le phénotype des cédrats/citi@mand du niveau de transcription des
génes impliqués dans les premieres étapes de thésgndu phytoeneDks et Psy) et des
géenes responsables de la dégradation de la vidgtdararfNced. En effet, des études chez la
tomate (LOISet al, 2000; BRAMLEY, 2002 ; BOTELLA-PAVIA et RODRIGUEZ
CONCEPTION, 2006 ; SANDMANNet al, 2006) ont montré I'importance de la régulation
des gene®xs et Psyau niveau transcriptionnel pour I'accumulation dasoténoides tandis
gue KATOet al. (2006) soulignent les liens entre absence de xaolhine chez le citron et
surexpression du ge&@tNced2

L'étape catalysée par LCY-b semble limitante et liqy#e dans l'accumulation du
lycopéne pour les génotypes du groupe des pampbksieos/pomelos. Les analyses RFLP
montrent que ce géne est présent en une seule adugrdesCitrus et que seuls les pomelos
possédent deux alléles de pamplemoussiers alordeguautres especes secondaires sont
hétérozygotes avec un alléle de pamplemoussiee médratier et systématiquement un alléle
de mandarinier. La limitation de la chaine de hitlsgse des caroténoides a cette étape, chez
les pamplemoussiers et pomelos, pourrait dondié&e une variabilité allélique du géne. De
plus, les analyses par DHPLC de la diversité deétpence codante du gdrey-b au sein de
notre collection de référence confirment la streation mise en évidence avec les marqueurs

RFLP et SSR : (1) les trois taxons de base appargisortement différenciés ; (2) la diversité
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intraspécifique est faible (3) 'oranger est hétggmte avec un allele de pamplemoussier et
un allele de mandarinier. La séquence du déyeb isolée chez le pamplemousse sans pépin
differe de celle isolée chez la mandarine méditgeane au niveau de 14 bases. Cette
variabilité dans la séquence codante du géng-b pourrait étre responsable d'une

modification de I'activité de I'enzyme LCY-b chezsl pamplemoussiers et pomelos.

Nous avons vu que seules les mandarines, cléemsngineranges accumulent de-I’
carotene, de la zeinoxanthine et de la lutéinete@hfférenciation est associée a I'étape de la
chaine de biosynthése catalysée par 'enzyme LOYeas avons proposé, a partir des profils
RFLP que le génkcy-e est présent en une seule copie cBemedicaet C. maximaet en
deux copies chef. reticulataet les especes secondaires. De plus, avec cqitghiege,
seules les mandarines, clémentines et orangessornizygotes avec un alléle de mandarine
pour le locus commun. Ainsi, les variations intésfiques dans I'accumulation d@se-

xanthophylles pourraient étre liées a la diversi&ique pour le génkcy-e

Deux enzymes sont impliquées dans la synthése dp-clgptoxanthine et de la
violaxanthine : HY-b et ZEP. Seuls les génotypegrhupe des mandarines produisent a la
fois ces deux composés. Les analyses RFLP et SSR q&s genes suggerent que la
différenciation des génotypes du groupe des mamekagpar rapport aux autr&trus n’est
pas liée a la diversité allélique pour ces deuxegekn effet, les pomelos qui ne produisent
pas def-cryptoxanthine mais df-caroténe et surtout du lycopéne ont des proféstiques

ou proches de ceux des mandarines et des oranges.

IV.1.3. Diversité d’expression des génes de la vaiel MEP et de la voie de biosynthése
des caroténoides

Le troisieme objectif de notre travail a consigtd’analyse de I'expression de sept génes
(Dxs, Psy, Pds Zds Lcy-b Hy-b et Zep dans les sacs a jus de quatre oranges, d’um@tro
d’'un pamplemousse. Le gebBas, codant pour une enzyme catalysant la premiépedta la
voie du méthylérythritol phospate, a été ajoutétiecétude car les travaux chez la tomate
soulignent I'importance de la régulation de I'exgmien de ce gene dans la synthése des
caroténoides (LOI®t al, 2000 ; RODRIGUEZ-CONCEPTIONt al, 2003 ; BOTELLA-
PAVIA et al, 2004). Nous n’avons pas pu étudier I'expressioméhel.cy-edans les sacs a
jus des oranges, du citron Eureka et du pampleraddegep Red, les quantités de transcrits
étant trop faibles et les analyses étant ainsir@pétables. Les travaux de KATéDal. (2004)

montrent une situation similaire dans les sacssadgl la mandarine Satsuma, de I'orange
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Valencia et du citron de Lisbonne. Aucun signal rpleugénel.cy-en’a pu étre détecté par

Northern-Blotdans les sacs a jus de ces trois especes.

L’expression des gendxs Psy, Pds Zds Lcy-b Hy-b et Zepa été analysée par PCR en
temps réel dans les sacs a jus de quatre orangesnpeint des couleurs contrasté@s (
sinensis cultivars Shamouti, Sanguinelli, Cara Cara naté¢fluang pi Chen) a trois stades de
développement (aolt, novembre et février) durasalapagne 2005-2006. Les compositions
en caroténoides ont été déeterminées dans les jusesdquatre oranges récoltées au dernier
stade en février. Les profils en caroténoides neontsurtout des différences quantitatives.
Les quatre oranges synthétisent f@gsxanthophylles. Cependant I'orange Cara Cara navel
accumule plus de carotenes que les oranges Shambubanguinelli et ces dernieres
concentrent surtout dgsp-xanthophylles. L'orange Huang pi Chen se distindas autres
oranges par une faible concentration en carotéadiolaux et une coloration jaune de la
pulpe des fruits a maturité. Nous avons mis eneidd des corrélations entre les profils en

caroténoides et les profils d’expression de cestgémes de biosynthese.

L’abondance des transcrits du géPsy en février est corrélée aux concentrations en
caroténoides totaux. Les niveaux d’expression dasgpxs etPsysemblent coordonnés. Les
faibles teneurs en caroténoides dans les jus danfje Huang pi Chen semblent liées a
'expression des génd3xs et Psy pour lesquels les quantités de transcrits en dewont
significativement inférieures dans les sacs a picatte orange par rapport aux trois autres
variétés. Pour un autre génotype qui concentrerate faibles teneurs en caroténoides, le
citron, cultivar Lisbonne, KATGet al. 004) ont montré que les quantités de transcrits du
géenePsy sont équivalentes aux quantités mesurées darsadssa jus de I'orange Valencia.
En revanche ces mémes auteurs montrent que leQjeed2est surexprimé dans les sacs a
jus du citron ce qui semble lié a l'absence violdkme, tandis qu'ils observent le
phénomene inverse dans les sacs a jus de I'oraalgadia (KATOet al, 2006). Ainsi, le cas
de l'orange Huang pi Chen parait différent de celuicitron de Lisbonne puisque cette
orange a pour principal caroténoideclaviolanxanthine (substrat de I'enzyme NCED). La
faible concentration en caroténoides totaux dangukede cette orange serait liée a une sous-
expression des genes responsables de la formag®rprécurseurs des caroténoides et du
phytoéne et non a la surexpression des génes imgliqgdans la dégradation de la

violaxanthine. La détermination des concentratiems acide abscissique et I'analyse de
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I'expression des gendsced permettraient de confirmer cette hypothese. Eanelve, nous
n'avons pas pu mettre en évidence des corrélagotr® I'accumulation préférentielle des
caroténes (phytoene &tarotene en particulier) chez I'orange Huang peiChkt les quantités
de transcrits des genBsls ZdsetLcy-b en février. Le profil d’expression du gébey-b dans

les sacs a jus de I'orange Huang pi Chen est diftée celui établi pour les autres oranges :
nous n'avons pas relevé de variation significatleaes I'abondance des transcritsLag-b au
cours du développement du fruit. L'accumulation dasoténes pourrait étre liée a la sous-
expression du genecy-b. Cependant, nous n'avons pas détecté de lycopamelds sacs a
jus de cette orange et nous suggérons que d’antéesnismes de régulation comme des
phénomeénes de régulation post-transcriptionnelectiit les enzymes PDS et ZDS
pourraient expliquer 'accumulation préférentietles caroténes dans les fruits de I'orange
Huang pi chen. Ceci peut également étre di auxsgeoeant pour la plastoquinone ou pour
I'oxydase terminale plastidiale (PTOX), cofactedes deux désaturases. Un tel mécanisme a
été mis en avant par RODRIGED al. (2003) qui ont caractérisé I'orange Pinalate, miucke
'orange Navelate et accumulant des carotenespéat® des xanthophylles dans le flavédo.
Selon ces auteurs le phénotype de I'orange Pinadatgterait d’'un défaut dans I'activité de la
(-caroténe désaturase ou d'un cofacteur de cettgmenZplastoquinone et PTOX). AL-
BABILI et al. (1996) ont également souligné I'importance desamistnes de régulation
post-transcriptionnels pour la phytoene désatuemes les chromoplastes ddarcissus
pseudonarcissu€nfin, chez la tomate, le mutg@hostdont le gend’tox est non fonctionnel
accumule du phytoene (FRASER et BRAMLEY, 2004).

Nous suggérons gue l'augmentation de I'expressanggéne®xs Psy, Pds Zds Hy-b et
Zepau cours de la maturation des fruits favorisecteulation de$,p-xanthophylles dans le
cas de I'orange Shamouti et de I'orange Sanguir@dls résultats sont en accord avec ceux de
KATO et al. (2004) qui ont montré 'augmentation de I'expressdes geneBsy, Pds Zds
Lcy-b Hy-b et Zep et parallélement I'accumulation de Rcryptoxanthine et de la

violaxanthine dans les sacs a jus de la mandadtsi®a et de I'orange Valencia.

Nous n'avons pas pu expliquer le phénotype dendgeaCara Cara navel, qui accumule
des carotenes en plus dg$-xanthophylles, par I'expression différentielle dgsnes de
biosynthese. En effet, les niveaux d’expressionghasesDxs Psy, et aussi des genéxls
Zds et Lcy-b dans les sacs a jus de Cara Cara ne sont paficaiivement différents en
février des niveaux déterminés pour les orangesn8ha et Sanguinelli. Ainsi, la forte
concentration en phytoéne n'est pas due a une @me®sion des gend3xs et Psy Les

teneurs élevées en phytoene, phytofléne et lycopenesont pas non plus liées a une
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diminution significative de I'expression de gertds Zds et Lcy-b. Nous pouvons formuler
I'hypothese que I'activité des enzymes PDS, ZD3.6W¥-b est diminuée chez I'orange Cara
Cara navel. Pour le géeney-b, présent en une seule copie, nous avons voulfierégue ce
défaut d’activité pour I'enzyme correspondante aitgpbas lié a la diversité allélique. Pour ce
gene, les profils RFLP et SSR sont identiques peEgiguatre oranges tandis que les analyses
DHPLC révelent des différences dans la séquencanteddu gend.cy-b chez I'orange
Huang pi Chen par rapport aux trois autres orangésestent elles identiques. Nous avons
cloné ce gene chez les orangers et apres séquengageavons obtenu les deux alleles des
oranges Sanguinelli et Cara Cara navel. Les deguesiees codant pour LCY-b chez I'orange
Cara Cara navel sont aussi celles isolées cheanter Sanguinelli. Ainsi, la variabilité
phénotypique entre ces deux oranges n'a pas pagin@rdes variations dans la séquence
codante du génkcy-b. Des phénoménes post-traductionnels pourraieataéforigine d’'une
variation d'activité de I'enzyme LCY-b. D’aprés INUE et al. (2006), I'enzyme synthétisée
dans le cytoplasme est transportée dans les plaestesbit des modifications. La protéine
transportée a une masse moléculaire de 60 kDastandt la forme active extraite des
chloroplastes a une masse de 45 kDa. De plus gdssit vitro montrent que cette enzyme
peut étre présente sous deux formes dans les plastduble dans le stroma ou liée a la
membrane des plastes (INOW@Eal, 2006). L'extraction et I'analyse de 'enzyme L®Ydes
chromoplastes de l'orange Cara Cara navel et des &utres oranges apporteraient des
informations a ce sujet. Cependant, les analysastidité enzymatique, relevées dans la
bibliographie, utilisent des techniques relativemkurdes a mettre en ceuvre comme la
transformation de bactéries avec des plasmideanidds genes de biosynthése et I'utilisation
de substrat radioactif marqué aC (AL-BABILI et al, 1996 ; FRASER et al., 2002
INOUE et al, 2006). Le phénotype de I'orange Cara Cara pdueégalement étre lié a des
mécanismes de régulation post-transcriptionnebctdfht les enzymes PDS ou ZDS ou leurs
cofacteurs (AL-BABILI et al. (1996) ; RODRIGCet al. (2003) ; FRASER et BRAMLEY,
2004).

Nous avons mis en évidence des profils d’expressam les genebxs, Psy, Pds Zds
Lcy-b, Hy-b et Zep plus contrastés en analysant le citron Eurek& gamplemousse Deep
Red. Les faibles concentrations en caroténoidesixotlans les jus du citron Eureka et du
pamplemousse Deep Red seraient liées aux faibleaun d’expression du gemxs ou du

genePsy Nos résultats suggérent que ce n'est pas seuldmerveau de transcription du
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géenePsy qui joue un réle important en ce qui concernetéggurs en caroténoides totaux
mais bien les quantités d’ARNmM des deux géPgget Dxs Ces résultats sont en accord avec
ceux de LOISet al. (2000) sur la tomate, qui soulignent que I'étapalgsée par PSY n’est
pas la premiére étape limitante pour la synthesecdeoténoides et que cette synthése serait
contrdlée par la coordination des deux géPgget Dxs. Ainsi, les quantités de transcrits du
genePsyne sont pas différentes dans les sacs a jus idun ¢ureka et de 'orange Shamouti
aux trois stades de développement des fruits. Cepenles deux especes présentent des
différences pour I'expression du gebgs: la quantité de transcrits pobxs est 4,6 fois plus
faible dans les sacs a jus du citron Eureka que nsacs a jus de I'orange Shamouti. Nos
résultats sont en accord avec ceux de KAT@I. (2004) en ce qui concerne le gé&tsypour
lequel les quantités de transcrits ne sont pasfisgiivement différentes entre le citron de
Lisbonne et l'orange Valencia. Le faible niveau xgheession des geneBxs et Psy
(respectivement 7,8 et 2 fois moins exprimés ques des sacs a jus de I'orange Shamouti)
serait responsable de la faible concentration eat@aoides totaux dans les sacs a jus du
pamplemousse Deep Red. Nous montrons ainsi les éatre synthese des précurseurs et
synthése des caroténoides dans les sacs a jugrdesea. Par ailleurs, nous suggérons que
'accumulation des caroténes dans le pamplemoussp Red est corrélée négativement a
I'expression des géndads Zds et Lcy-h Les profils RFLP et SSR et les analyses DHPLC
pour le gend.cy-b nous ont conduit a suggérer un lien entre leseslldes pamplemoussiers
pour ce géne et 'accumulation du lycopene au dépes caroténoides situés en aval dans la
chaine de biosynthése. Les variations dans la ségumdante du geney-brelevées chez le
pamplemousse sans pépin par rapport a la séquenda dhandarine méditerranéenne
pourraient étre a l'origine d’'une modification dactivité de I'enzyme correspondante.
D’apres les résultats sur I'expression de ce gérez ¢e pamplemousse Deep Red, nous
proposons également que cette diversité alléliquerpit avoir un effet sur I'expression de ce
gene. La variation d’expression pour ce géne pduétee expliquée par une variation au
niveau de la séquence du promoteur. Une situatiomparable a été mise en évidence par
RONENet al. (1999) chez un mutant de tomate apidéta qui accumule dg-caroténe a la
place du lycopéne. Ces auteurs ont isolé chez tantun allele spécifigue du gebey-equi
différe de I'allele du type commun au niveau dedguence du promoteur. Le garoy-eest
surexprimé dans les fruits du mut@lta tandis qu’il est trés peu exprimé dans les frdits
type commun (RONENet al, 1999). Nous soulignons également les faiblesatiars
d’expression du genély-b et les faibles quantitéts d’ARNm dans les sacs s du
pamplemousse Deep Red tout au long de la maturdésrfruits Ky-b est 13,5 fois moins

exprimé dans les sa¢s asjus du pamplemousse:Dabpueedans’les S%CS* a.jus de l'orange
|2

L=
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Shamouti). Ce profil d’expression expliquerait baibnce dg-cryptoxanthine dans les jus du

pamplemousse Deep Red.
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IV.2. CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Structuration de la diversité phénotypique

Les agrumes ont des compositions complexes enécaiokes. Notre premier objectif
était de déterminer la diversité des compositiangaoténoides au sein du geqligrus et
d’évaluer l'importance du facteur génétique. Nougors analysé la diversité des
compositions en caroténoides dans les jus de fawitsein du genr€itrus en étudiant 25
génotypes, cultives sur un méme site, soumis auasératiques culturales et représentant
les 8 especes cultivées d’agrumes. Nous avonsmrésidence la richesse des petits agrumes
(mandarines et clémentine) produits en région regdméenne ef-cryptoxanthine (valeurs
comprises entre 9,09 + 0,55 et 17,51 + 0,90 My.composé responsable de la coloration
orange vif et ayant plusieurs fonctions biologiquesvitamine A et antioxydant. Par ailleurs,
nous avons mis en évidence l'importance du faagjénétigue en montrant la contribution de
la variabilité génétique a la variance pour chacumposé ce qui permet d’analyser plus en
detail les déterminants génétiques des composigonsaroténoides chez les agrumes. De
plus, sur la base des compositions en caroténdides, avons montré que les 25 génotypes
sont répartis en trois groupes qui corresponderttianis taxons de bas€( reticulatg C.
medica et C. maxima et que cette classification est en accord avec dganisations
précédemment établies avec des marqueurs molé&sulagutres. Ainsi nous avons suggeré
gue l'évolution des agrumes est le principal factdiorganisation de la diversité des
compositions en caroténoides des fruits. L'étudel'deganisation de la diversité des
compositions en caroténoides au sein du g€itres nous a également permis de proposer
quelles sont les étapes de la voie de biosynth@sesgmblent impliquées dans la
différenciation des phénotypes caractéristiquesta®s groupes précédemment distingués.
Les mécanismes de régulations de la voie de bioggat ont ensuite été étudiés

prioritairement a ces étapes catalysées par PSY;i,L.CY-e, HY-b et ZEP.

Diversité allélique des génes de la chaine de bith&gse

Notre deuxiéme objectif était d’étudier les basadéculaires a l'origine de la diversité
des compositions en caroténoides précédemmeniestaiol analysant le polymorphisme des
genes de la chaine de biosynthése entre les difé&respeces d&trus. Nous avons étudié le
polymorphisme des fragments d’ADN porteurs des gede biosynthése entre les 25
génotypes précédemment caractérisés phénotypiqugraenies analyses RFLP et SSR. Le
nombre de copies des geres; Pds Zds Lcy-b Lcy-e Hy-b etZepa été déterminé dans le
génome des espéces du ge@igrus et nous avons pu étudier les liens entre diversité

phylogénétique de ces genes et diversité phénatgpige phénotype des pamplemousses et
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pomelos, avec une limitation de la chaine de bith&ge des caroténoides a I'étape catalysée
par LCY-b, pourrait étre lié a une variabilité &tige du geneLcy-b. Le phénotype des
mandarines, oranges et clémentine, espéces pratdisss,s-xanthophylles a cété desp-
xanthophylles semble étre dO a la variabilité mjiéd du génd.cy-e Cependant, pour les
autres étapes clés catalysées par PSY, HY-b etlZE@Jymorphisme révélé par les analyses
RFLP et SSR dans les séquences des genes codantcgmienzymes, n'a pas permis
d’expliquer le phénotype des agrumes acides ainsi l(accumulation massive dgsp-
xanthophylles {-cryptoxanthine et violaxanthine) pour les génosypgu groupe des

mandarines.

L’étude de la variabilité de la séquence codantgeahel.cy-b par DHPLC a confirmé la
différenciation interspécifique suggérée par lessqueurs RFLP et SSR. De méme, le
polymorphisme mis en évidence dans ou autour desiesées des autres genes de
biosynthéseRsy, Pds Zds Lcy-e Hy-b et Zep doit étre confirmé sur un échantillon variétal
plus large et par des méthodes permettant de detdet variations dans les séquences
codantes. Dans un premier temps, des analyses ftemimele mettre en évidence du
polymorphisme sur un grand nombre d’individus contas analyseEcotilling, DHPLCou
SSCP pourraient étre envisagées. En effet, gracesaméthodes, des substitutions ou
délétions d’'un seul nucléotide peuvent étre dééscians un deuxieme temps, un clonage et
séquencage de tous les alléles chez des génotygssntant du polymorphisme seraient
nécessaires. Le séquencage permettra de mettreidaneée les variations au niveau de la
séquence génomique (exoniques et introniques)ratgiiga de predire les modifications au

niveau de la chaine des acides aminés.

Nous avons réalisé le clonage et séquencage dungénelocusLcy-b dans un premier
temps chez un représentant de chacun des troisgad® base et chez les orangers. Les
analyses RFLP et SSR avaient démontré I'hétéromygblylogénétique des orangers pour ce
gene (pamplemoussier/mandarinier) mais ne révélaias de polymorphisme intervariétal.
Toutefois les analyses DHPLC témoignaient d’'uneabéité de la séquence codante entre
trois de ces orangers (Shamouti, Cara Cara, Sagljuiet une orange trés pauvre en
caroténoides, I'orange Huang pi Chen. Le séquengaggenelcy-b a permis de confirmer
I’hypothese sur ’lhomozygotie des taxons de base pe gene (seul le pamplemousse sans
pépin présente une hétérozygotie limitée a deurdast 'hétérozygotie des orangers qui
présentent un alléle identique a I'allele de pamplessier et un allele identique a l'alléle de
mandarinier. L'allele de pamplemoussier pourraite éimpligué dans une variation de

l'activité de I'enzyme LCY-b. Etant donné que I'ager Cara Cara présente un alléle de
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pamplemoussier et un allele de mandarinier comsiauéres orangers, le phénotype de cette
orange (accumulation préférentielle des carotémes)parait alors pas lié a la diversité
alléliqgue du génd.cy-h Ces analyses devraient étre étendues a un dtramtius large
surtout pour les espec€s maximaet C. paradisipour lesquelles des structures génotypiques
particulieres ont été mises en évidence pour |l gey-b et qui pourraient étre impliquées
dans l'arrét de la chaine de biosynthése et 'actation du lycopéne. De plus nous avons
montré que I'expression du gehey-b varie peu dans les sacs a jus du pamplemousse Deep
Red au cours de la maturation des fruits et reste faible niveau. L'étude de la séquence
génomique de ce gene et de ses séquences promatniee les pamplemoussiers et pomelos
permettrait de préciser la régulation liée a ceymporphisme. Une autre approche serait
I'étude de populations hybrides obtenues a pattin génotype accumulant du lycopene et
d'un autre génotype accumulant des xanthophyllesno® les mandarines, clémentine ou
oranges et la recherche de QTLs. Il serait intardsde localiser le géerlecy-b sur une carte

génétique et de confronter la localisation du gemalidat et celle des QTLs.

Diversité d’expression des génes de la chaine agyhthese

Chez la tomate, fruit climactérique et servant dedeéhe pour le processus de
développement des fruits et de la maturation, Iesiations de couleur semblent
majoritairement liées a des modifications d’expmsgénique. Notre troisieme objectif était
ainsi d’'analyser le niveau d’expression des priagipgenes de biosynthése des caroténoides
chez différentes variétés d’'une méme espéece etathezoins une espéce de chacun des trois
groupes précédemment établis. Nous avons analys#&dau d’expression des genBsgs,
Psy, Pds Zds Lcy-b Hy-b et Zep et les différences inter et intraspécifiques. lieeau
d’expression des génes joue un rble important dansynthése et I'accumulation des
caroténoides dans les sacs a jus des agrumesmeatgfion des quantités de transcrits des
genesDxs Psy, Pds Zds Hy-b etZeps’accompagne de I'accumulation ggg-xanthophylles
dans les sacs a jus des oranges Shamouti et Saltigixe plus, la faible concentration en
caroténoides totaux dans les sacs a jus de l'orblugeg pi Chen serait liée a une sous-
expression des gendxs et Psy chez cette orange par rapport aux niveaux d’espes
relevés dans les oranges Shamouti, Sanguinellaet Cara. La sous-expression du gers
ou du gend’>sysemble aussi influencer les faibles teneurs ert@anides totaux dans les sacs
a jus du citron Eureka et du pamplemousse Deep Riedi, I'étape catalysée par PSY ne
serait pas la premiére étape limitante dans lahgéget des caroténoides chez les agrumes.
L’expression du genBxs codant pour une enzyme catalysant la premiepedta la voie du
MEP influencerait la synthése des caroténoidegraitscoordonnée avec celle du gétsy

De plus, le polymorphisme dans la séquence du bépd précédemment mis en évidence
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pourrait aussi étre a l'origine de la sous-expmassie ce géne chez les pamplemoussiers et
pomelos et de I'accumulation du lycopéne dansdes &a jus de ces derniers. Enfin, 'absence

de B-cryptoxanthine dans les jus des pamplemoussesiselmé a la sous-expression du gene

Hy-b.

Relations entre la biosynthése de I'acide abscigsigt les teneurs en caroténoides

Notre travail n’a pas abordé I'étude de I'acidecamsque qui est un composé majeur du
catabolisme des caroténoides. Cette hormone jou@eifondamental dans la maturation des
graines et dans la transduction du signal perntettamégulation des flux d’'eau par la
fermeture des stomates. L'acide abscissique estéfar partir de la dégradation decia
violaxanthine ou de l@is-néoxanthine par I'action de lac®s-époxy hydroxy caroténoide
dioxygénase (NCED). Dans notre étude, nous avoalkemdgnt formulé deux hypotheses sur
les différences interspécifiqgues au niveau de liandation des caroténoides et la dégradation
de lacis-violaxanthine pour la synthése de I'acide absgissi (1) la faible concentration en
caroténoides totaux des jus de I'orange Huang pnGu du pamplemousse Deep Red serait
liée a la sous-expression des gébas et Psyet non a la dégradation dedis-violaxanthine
pour la synthese de I'acide abscissique ; (2) Enptype du citron Eureka serait associé a la
sous-expression du gemixs et a la surexpression déced Une étude de la synthése de
'acide abscissique et de I'expression des geNesd chez des variétés d’agrumes
représentant les trois taxons de base est néaegsaimr confirmer ces hypotheses. Par
ailleurs, les hormones (éthylene, gibbérellines aside abscissique) contrdlent le
développement, la maturation et I'abscission deisfrDes traitements avec de I'éthylene ou
les gibbérellines sont utilisés pour modifier ldocation de la peau des agrumes. L'éthylene
favorise la transformation des chloroplastes enordoplastes et entraine ainsi une
modification de la couleur des fruits. A l'inverskes traitements avec les gibbérellines
retardent le changement de couleur de la peaugiemaes. Les résultats de RODRI@Oal.
(2006) suggerent aussi qu'un traitement a I'éttglefavorise la synthese de [l'acide
abscissique et augmente I'expression des gBigcesldans le flavédo de I'orange Navelate.
Cependant, les mécanismes de régulation sont ceegpét nous manquons d’information sur
la production endogéne de ces hormones chez lasagr fruits non climactériques, et leur

r6le sur la coloration des fruits et en particusiar la coloration de la pulpe.

Nous avons montré que le facteur génétigue esti@meé@t majeur de la diversité des

compositions en caroténoides de la pulpe des agruiee autres facteurs comme l'origine
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géographique ou les pratiques culturales étantmiggéis. En revanche, nous n’avons pas
abordé dans ce travail les facteurs de régulatkogéenes (température, lumiere, etc.). Nous
savons que la température joue un role importans ¢k coloration des agrumes, comme en
témoignent les oranges produites en climat tromjoalrestent vertes a maturité. Les oranges
des zones méditerranéennes sont plus riches etémaites totaux que les oranges issues des
zones tropicales et subtropicales. La coloratiofad®eau des fruits dépend de la dégradation
des chlorophylles et de la synthése des caroténo@s deux processus seraient eux-mémes
influencés par le froid, la lumiere et I'éthylenBans les feuilles, I'augmentation de
I'expression du gen€sNcedlet la synthese de I'acide abscissique peuvenir&ttgts par un
stress hydrique (RODRIGé@t al, 2006). Des travaux chez la tomate montrent qusiguirs

loci en plus de ceux des genes de biosyntheseade®icoides jouent un réle dans la diversité
des compositions en caroténoides des fruits. Ledestchez la tomate suggerent que des
genes impligués dans la transduction du signal demi influencent la synthese des
caroténoides : géndseCOP1LIKE (numéro d’'accession GenBank AW525993)LeHY5
(numéro d’accession GenBank Al897283) (ldtJal, 2004).

L’étude du rble des facteurs environnementaux p&te réalisée par l'analyse de
I'expression des génes de biosynthése des card&saies génes responsables de la synthése
des précurseurs, des genes impliqués dans la formede l'acide abscissique dans des
conditions de stress (hydriques, salins), des gesgmonsables de la transduction du signal
lumineux, etc. La quantification des transcrits paces a ADN permet I'analyse simultanée
de I'expression de centaines voire de milliers éeeg. L'utilisation de tels outils faciliterait
'analyse de I'impact environnemental sur I'accuatigdn des caroténoides dans la pulpe des

fruits.
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Effects of Nucleo-cytoplasmic Interactions on Leaf Volatile
Compounds from Citrus Somatic Diploid Hybrids

ANNE-LAURE FAancCIULLINO,,T ANNE-LAURE GANCEL,T YANN FROELICHERF
Francols LURO,* PATRICK OLLITRAULT,T AND JEAN-MARC BRILLOUET* T

Centre de Coopération Internationale en Recherche Agronomique pour le Développement (CIRAD),
Département FLHOR, TA50/16, F-34398 Montpellier Cedex 5, France, and Station de Recherches
Agronomiques (INRA-CIRAD), F-20230 San Giuliano, France

Three diploid citrus somatic hybrids (cybrids) were produced by fusions combining nucellar callus-
derived protoplasts of Willow Leaf mandarin (Citrus deliciosa Ten.) and Commune clementine (Citrus
clementina Hort. ex Tan.) with, respectively, leaf protoplasts of Eureka lemon [Citrus limon (L.) Burm.]
and Marumi kumquat [Fortunella japonica (Thunb.) Swing.] and leaf protoplasts of Marumi kumquat.
Ploidy and origins of the nuclear, chloroplastic, and mitochondrial genomes were investigated by
flow cytometry and nuclear and cytoplasmic simple sequence repeat analyses. Volatile compounds
were extracted from the leaves of the three cybrids by a pentane/ether (1:1) mixture, analyzed by
GC-MS, and compared to those of their parents. The cybrids were found to be very close to their
nucleus-giving parent, suggesting that the main information for volatile compounds biosynthesis is
contained in the nucleus. However, nucleo-cytoplasmic interactions occurred: the (mandarin + lemon)
cybrid, possessing nucleus and chloroplasts of lemon and mitochondria from mandarin, synthesizes
more monoterpene alcohols and esters than its nucleus-giving parent; the (clementine + kumquat)
cybrid, possessing nucleus from kumquat and organelles from mandarin, synthesizes more
monoterpene and sesquiterpene hydrocarbons and sesquiterpene alcohols than its nucleus-giving
parent.

KEYWORDS: Citrus; Rutaceae; diploid somatic hybrids (cybrids); leaf volatile compounds; nucleo-
cytoplasmic interactions; flow cytometry; SSR markers; nuclear DNA; mitochondrial DNA; chloroplast
DNA

INTRODUCTION Phytophtoraresistances, ...)2(-5), obtaining plants bearing
fruits of good sensory characteristics is a major goal. Aroma

Somatic hybridization by fusion of parental protoplastsisa ' " . . > ;
being a major factor of fresh citrus fruit quality and also of

technique allowing a tremendous increase of the genetic =" ; L o ;
diversity by combining sexually compatible or incompaibl thelr_ derived products (JU|ces,_essentlz_iI ails, ...), |r_nprovement
parents or distantly related genera and species. It prechite of citrus cultlva_rs through this technique must mc_lude the
and autotetraploid, triploid, and also diploid hybridstatalled ~ analysis of volatile compounds of the produced hybrids. It has
cybridg as byproductsl(| 2). Tetraploid hybrids inherit nuclear been shown that citrus allotetraploids, although possessing all
genomes of their parents (addition of chromosomes) andugari ~ Chromosomes of their parents, do not keep all their parental
parental combinations of cytoplasmic organelles (chloroplasts traits with regard to the biosynthesis of volatile composu(@-
and mitochondria), whereas diploid ones inherit the nuclear 10)- On the other hand, cybrids are of considerable interest
genome of one of the parents and various parental comhisatio P€cause, possessing the nuclear genome of only one parent and
of chloroplasts and mitochondria. Numerous protoplast fusions Various combinations of the parental cytoplasmic genomes
have been performed in tt@itrus and related genera and, to (chlor.oplastlc.and mitochondrial), they are .gqod moqlels for
date, about 200 kinds of somatic hybrids have been generatecftudying the influence of nucleo-cytoplasmic interactiam
in the world (), of which only 30 are diploids. volatile compound synthesis. To our knowledge, until nomly o
Among the aims of somatic hybridization (e.g., production ON€ paper has been released giving the composition of leaf

of rootstocks with improved cold hardiness, nematode and Volatile compounds of a cybrid obtained by fusion of sweet
orange and lemonl().

* Author to whom correspondence should be addressed [tefepha3- Diploid somatic hybrids have been obtained by CIRAL) (
(0)$(6:7e?]%r7e5§é§Cfg§£3é?;gzﬁlﬁl7n?el;4n‘§%n§g€g ggggg%;zﬁ& sour and are cultivated at the Station de Recherches Agronomiques
§ INRA-CIRAD (San Giuliano, Corsica, France). They were
le Développement (CIRAD). . ) v
* Station de Recherches Agronomiques (INRA-CIRAD). characterized by flow cytometry and single sequence repeat

10.1021/f0502855 CCC: $30.25 © 2005 American Chemical Society
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(SSR) analyses. With the aim of studying the genetic control
of volatile compound biosynthesis (i.e., the nucleo-clasmic
interactions), we analyzed leaf volatile compounds from three
somatic diploid hybrids obtained by fusion of various conabi
tions of mandarinCitrus deliciosaTen.), lemon Citrus limon

(L.) Burm.], clementine Citrus clementinadort. ex Tan.), and
kumquat Fortunella japonica(Thunb.) Swing.]. Leaves of the

parents were also analyzed, and the results are presenteg

hereafter.

MATERIALS AND METHODS

Plant Materials. The 1-year-old parents, all grafted onto volkame-
riana rootstockCitrus limoniaOsb.) and growing in the same field of
the Station de Recherches Agronomiques (INRA-CIRAD) of San
Giuliano, were of the following species: mandarin (cv. Willow Leaf;
hereafter designated WLM in tables and figures), lemon (cv. Eureka,
EUR), clementine (cv. Clémentine Commune, CLM), and kuatgcv.
Marumi, MK). We also analyzed three 1l-year-old somatic diploid
hybrids (cybrids), obtained by the fusion of protoplastsrfr(i) nucellar
callus line of mandarin and, respectively, leaf-derived protoplasts of
lemon [(mandarint lemon) hybrid= (WLM + EUR)] and kumquat
[(mandarint+ kumquat) hybrid= (WLM + MK)] and from (ii) nucellar
callus line of clementine and leaf-derived protoplasts of kumquat
[(clementine+ kumquat) hybrid= (CLM + MK)]. Callus-derived
protoplasts of clementine were haploid. These hybrids were all grafted
onto volkameriana rootstock and planted as their pareatsame week
in the same field at the Station de Recherches Agronomiques INRA-
CIRAD of San Giuliano. For each parent and hybrid, three individual
plants were cultivated under totally randomized design.

Batches of leaves were randomly hand-picked, revolvingraaddhe
shrubs on the same day (February 2003), and immediatefse@ihted
to our laboratory. Three individual shrubs were sample@&é&muh parent
and hybrid, and each batch of leaves was analyzed sepaaatiijows.
Leaves (50 g) were cut in half with scissors after removahefdentral
rib and then ball-milled in liquid Mwith a Dangoumilll 300 grinder
for 2 min. Finely pulverized leaf powder was then stored under argon
at —80 °C before extraction and analysis of volatile compounds the
day after.

DNA Extraction. Total genomic DNA was extracted according to
the method of Doyle and Doyld ) from leaves of parents (mandarin,
lemon, and kumquat) and of the three cybrids and then kep8at'C
before analysis.

Cytometry and SSR Analysis.The ploidy of parents and hybrids
was determined by flow cytometril), For SSR analysis, 22 primers
for nuclear microsatellite amplifications were used: @&QQ, Ci01C07,
Ci01D06a, Ci01E02, Ci01H05, Ci02A04, Ci02A09, Ci02BOT0EA08,
Ci06A12, Ci06B05, Cio6B07, Ci07B05, Ci07B09, Ci07C09, TIm6,
Ci07D07, Ci07EO5, Ci07E06, Ci07F11, Ci08B08, and Ci08CDS).(
Three chloroplast primers were used: ntcfig)( ccmp5 and ccmp6
(15). PCR amplifications of the samples were performed using a PTC-
200 thermocycler (MJ Research Inc.) in gil5final volume containing
0.8 unit of Tag DNA polymerase (Eurogentec), 10 ng of citrus DNA,
0.2 mM of each dNTP, 1.5 mM Mggl75 mM Tris-HCI (pH 8.8), 20
MM (NH,).SO;, 0.01% (v/v) Tween 20, 0.2M reverse primer, and
0.2 uM forward primer. The following PCR program was applied:
denaturation at 94C for 5 min and subjected to 35 repeats of the
following cycle: 30 s at 94C, 1 min at 50 or 55C, 45 s at 72°C;
and a final elongation step of 4 min at 7€. Samples were then kept
at 4°C prior to analysis. After the addition of 18_ of loading buffer
[98% formamide, 10 mM EDTA, 0.25% (w/v) bromophenol blue,
0.25% (w/v) xylene cyanol], the mixture was denatured at®@Zor 3
min and kept at 70C during gel loading. Six microliters of each sample
was loaded in 5% polyacrylamide sequencing gel with 7.5 M urea in
0.5% TBE buffer prior to electrophoresis at 60 W for +%5 h. Gels
were silver stained using an improved method adapted from that of
Beidler et al. 16).

Extraction of Volatile Compounds. The solventsr{-pentane and
ether) were of analytical grade. Reference compounds, ahaitable,
and n-alkane (G—Cy,) standards were from Aldrich Chimie (Saint

Fanciullino et al.

Quentin Fallavier, France). The internal standard48®f n-hexanol)
was added to leaf powder (500 mg), which was then homogen&ied

a Potter Elvejhem homogenizer with 20 mL of pentane/ether (1:1) for
5 min. The slurry was then filtered on a glass crucible (porosit)
filled with anhydrous sodium sulfate. The extract was finally concen-
trated at 42C to a volume of 2 mL with a 25 cm Vigreux distillation
column.

GC and GC-MS Analysis. Solvent extracts were analyzed by GC-
D using two fused silica capillary columns of DB-Wax (column A,
J&W Scientific, Folsom, CA) (60 mx 0.32 mm i.d.x 0.25um film)

and DB-1 (column B, J&W Scientific) (30 nx 0.32 mm i.d.x 0.25

um film). Oven temperature was increased from°@at a rate of 1.5

°C min~! (DB-Wax) or 3°C (DB-1) to 245°C, at which it was held
for 20 min. On-column injector was heated from 20 to 2@5at 180
°C min~L. Detector temperature was 246. Hydrogen was the carrier
gas at 2 mL min®. Injected volumes were 2. of concentrated extract.
Solvent extracts were also analyzed by GC-MS using a Hewlett-
Packard 6890 gas chromatograph coupled to a Hewlett-Packard 5973
quadrupole mass spectrometer with electron ionization mode (El)
generated at 70 eV. The ion source and quadrupole temperatures were
230 and 150C, respectively, and the filament emission current was 1
mA. Volatile compounds were separated on a DB-Wax columiuijoco
A, J&W Scientific) fused silica capillary column (30 m 0.25 mm
i.d. x 0.25um film) and on a DB-1 column (column B, J&W Scientific)
(30 mx 0.25 mm i.d.x 0.25um film). Oven temperature was increased
from 40°C at a rate of 3C min~! to 250°C, at which it was held for
20 min. On-column injector was heated from 20 to 245at 180°C
min~1, Detector temperature was 246. Helium was the carrier gas
at 1.1 mL min. Electron impact mass spectra were recorded in the
40—-600 amu range at 1 s intervals. Injected volumes werd bf
concentrated extract. Compounds were identified on the basis of linear
retention indices on both columns (DB-Wax and DB-1) and El mass
spectra (Wiley 275.L library) from the literature or from authentic
standard compounds.
Quantitative data were obtained from the GC-FID analysgegta-
tion was performed on compounds eluted from the DB-Wax column
between 3 and 110 min. Response factors of 10 reference compounds
from different classes (monoterpenes, sesquiterpenes, monoterpene
alcohols and aldehydes, esters) were determined and found to range
from 0.85 to 1.2 versus-hexanol, averaging 1.0. Response factors
were therefore taken as 1.0 for all compounds with reference to the
internal standard. It was also confirmed that the internal standard was
fully recovered after extraction and concentration from a leaf powder,
by the separate injection of 2 of a standard solution af-hexanol
(15 ug mL™Y) in pentane/ether (1:1). Amounts were expressed as
micrograms ofn-hexanol equivalent per gram of dry weight. Linear
retention indices were calculated with reference-tdkanes (6—Cy).
Concentrations (se€able 2) are given as the average of data from
three individual shrubs. The total content in volatile caupds of
leaves from hybrids and their parents was calculated by summing
concentrations of all volatile compounds eluted from the DB-Wax
column between 3 and 110 min and expressed as percent of diytwe
Statistical Analyses.For each combination, Euclidian distances were
calculated (@DARwin 4.0 software, CIRAD, Montpellier, France)
between parents and hybridsigure 2). Calculations were based on
the average concentrations of each volatile compound from leaves of
three individual shrubsT@ble 2). The statistical comparison of data
was performed by ANOVA using the GLM procedure of SAS (SAS
Institute Inc., 1989) to reveal significant differences among cybrids
and their parents. Least significant differences between means were
assessed using Sheffe's test (at P < 0.01 and P < 0.05).

RESULTS AND DISCUSSION

A prerequisite to our investigation on nucleo-cytoplasmic
interactions influencing volatile compound biosynthesis was to
determine the origins in the cybrids of nuclei and organelles
(mitochondria and chloroplasts).

Molecular Analysis. Analyses by flow cytometry showed
that al hybrids were diploids (2n = 18). The three citrus somatic
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Table 1. Characteristics of the Parents and Their Diploid Hybrids (= Cybrids)
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parent

ploidy

mandarin (cv. Willow Leaf, WLM)

lemon (cv. Eureka, EUR)

kumgquat (cv. Marumi, MK)

clementine (cv. Commune, CLM; haploid)

2n=18
2n=18
2n=18
n=9

cybrid parent 1 protoplasts parent 2

protoplasts

nucleus chloroplasts mitochondria ploidy

WLM + EUR
WLM + MK
CLM + MK

WLM
WLM
CLM

EUR
MK
MK

callus
callus
callus

leaf
leaf
leaf

EUR
MK
MK

EUR WLM
WLM

WLM?

2n=18
2n=18
2n=18

2 Clementine has chloroplasts and mitochondria from mandarin.

hybrids were produced by fusion of callus-derived protoplasts
of mandarin or clementine (embryogenic parents) with leaf-
derived protoplasts of lemon or kumquat (leaf mesophyll
parents). In citrus somatic hybrids obtained by fusion of leaf
protoplasts and embryogenic callus protoplasts, the mitochon-
drial genome is inherited from the embryogenic parent (2, 17):
that was the case of our three cybrids, which inherited
mitochondria from their mandarin or clementine parent. Asthe
clementine parent inherited mitochondria from its Willow L eaf
mandarin parent (18), we can consider that our three cybrids
possess the same WLM mitochondrial genome (Table 1).
Determination of nuclear and chloroplast DNA origins was
performed by SSR analysis. All nuclear and chloroplast primers
succeeded in amplifying the three hybrids and their parents.
Nuclear and chloroplast primers have been chosen to display
polymorphism between parents and therefore allowed us to
identify the genome origins of our cybrids (Figure 1). The
(mandarin + kumquat) hybrid, (WLM + MK), combined the
nucleus and chloroplasts from kumquat (Table 1). The (clem-
entine + kumquat) hybrid, (CLM + MK), combined the nucleus
from kumquat with chloroplasts from mandarin. Concerning the
(mandarin + lemon) hybrid, (WLM + EUR), the nucleus and
chloroplasts came from lemon. Moreover, analysis of nuclear
DNA by 22 SSR markers revealed that the three hybrids
possessed bands from one parent only: nuclear genome was
apparently transmitted without punctual recombination and/or
deletion.

Volatile Compounds. The total contents in volatile com-
pounds of leaves (percent dry weight) from the parents were as
follows: kumquat, 1.64; mandarin, 1.20; and Eureka lemon,
1.29. The leaf volatile contents of hybrids were as follows:
(clementine + kumquat), 1.98; (mandarin + kumquat), 1.70;
and (mandarin + lemon), 1.41. It is worth noting that the
contents measured in the hybrid |eaves were higher than those
of their parent leaves (by 4—21%). The compositions of leaf
extracts from the hybrids and their respective parents are given
in Table 2. Each component is given as micrograms of
n-hexanol equivalent per gram of leaf (dry weight), response
factors being taken as 1.0 for al compounds with reference to
the interna standard. For each combination, the volatile
component profile of the hybrid was qualitatively similar to that
of the mesophyll leaf parent. Euclidean distances between
cybrids and their parents were calculated on the basis of the
average concentration of each volatile compound from leaves
of three individual shrubs (Figure 2): they shows that each
cybrid was closer to its leaf mesophyll parent (lemon or
kumquat) than to its embryogenic one (mandarin). In the same
way, results obtained with methyl N-methylanthranilate (com-
pound 74), a mandarin-specific compound, lead to the same
conclusion. This compound was observed in high amount in
the leaves of the mandarin parent (embryogenic parent) (8711

(B)

Figure 1. (A) Nuclear SSR analyses with Ci01C07 primer. Leaf DNA
samples were as follows: lane 1, lemon = EUR; lane 2, (mandarin +
lemon) cybrid = (WLM + EUR); lane 3, mandarin = WLM; lane 4,
(mandarin + kumquat) cybrid = (WLM + MK); lane 5, kumquat = MK;
lane 6, (clementine + kumquat) cybrid = (CLM + MK); lane 7, mandarin.
(B) Chloroplast SSR analyses with ccmp6 primer. Leaf DNA samples
were as follows: lanes 1 and 2, (mandarin + kumquat) cybrid; lanes
3-5, (clementine + kumquat) cybrid; lane 6, kumquat; lanes 7 and 8,
(clementine + kumquat) cybrid; lane 9, mandarin. (C) Chloroplast SSR
analyses with ntcp9 primer. Leaf DNA samples were as follows: lanes
1-3 (mandarin + lemon) cybrid; lanes 4-6, lemon; lanes 7-9, mandarin.

ug g%, 72.9% of the volatile compounds). It was absent in
leaves of the other parents and in those of the cybrids.

Monoterpene Hydrocarbons.These compounds were weskly
represented in kumquat leaves (56 ug g% 0.3% of total
volatiles) (Table 2); mandarin and lemon leaves were richer in
this class of volatiles with, respectively, 2881 ug g1 (24.1%)
and 5340 ug g~ (42.0%).

The (mandarin + lemon) hybrid, (WLM + EUR), which
inherited nucleus and chloroplasts from lemon and mitochondria
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Table 2. Volatile Compounds of Leaves (Micrograms per Gram of Dry Weight and Class Relative Percent) from Parents and Their Diploid Hybrids

RI reliability of
no. compound DB-Wax  DB-1 WLMa EUR? MK¢ WLM+EURY  WLM+MKe  CLM+MK’ identificationd

monoterpene hydrocarbons
1 o-pinene 1015 925 120 **136 =h 79 - 2 1
2 o-thujene 1017 920 91 6 - 6 - - 2
3 camphene 1046 935 - 10 - 5 - 4 1
4 [-pinene 1092 962 131 1735 - **818 - - 1
5 sabinene 1110 961 17 *365 - *184 - 1
6 0-3-carene 1135 994 - *56 4 *208 1 1
7 p-myrcene 1152 983 44 133 11 164 13 20 1
8 o-phellandrene 1153 989 - 10 - 12 - 4 1
9 o-terpinene 1165 1000 11 - - - - 1
10 limonene 1190 1018 689 2546 8 3139 15 21 1
11 p-phellandrene 1194 1010 - 56 - 51 - - 1
12 (2)-B-ocimene 1225 1028 14 48 2 42 1 8 1
13 y-terpinene 1232 1043 1497 2 - 9 - - 1
14 (E)-p-ocimene 1240 1039 40 222 *31 192 55 *106 1
15 p-cymene 1252 1002 181 - - - - - 1
16 o-terpinolene 1269 1072 46 *15 - *45 - - 1

total 2881 5340 *56 4954 85 *170

rel % 24.1 42.0 03 35.9 0.5 0.9
monoterpene aldehydes
17 citronellal 1460 1133 - 114 - 146 - - 1
18 neral 1660 1213 - 2100 - 2481 - - 1
19 geranial 1715 1245 - 3325 - 3955 1

total 0 5539 0 6582 0 0

rel % 0.0 43.6 0.0 47.7 0.0 0.0
monoterpene alcohols
20 linalool 1537 1086 29 133 18 162 21 16 1
21 terpinen-4-ol 1578 1145 - - - 5 - - 1
22 1,8-menthadien-4-ol 1644 - 17 - - - - - 2
23 o-terpineol 1680 1172 32 47 4 44 4 7 1
24 citronellol 1755 1213 - 15 - 15 - - 1
25 nerol 1784 1213 5 **83 *200 1 3 1
26 geraniol 1893 1246 8 108 - 134 - - 1

total 91 *386 22 *560 26 26

rel % 0.8 3.0 0.1 41 0.2 0.1
monoterpene esters
27 linalyl acetate 1525 1211 2 - - 4 1 2
28 citronellyl acetate 1655 1336 - - - 9 1
29 neryl acetate 1719 1344 - *135 - *237 - - 1
30 geranyl acetate 1746 1363 - 192 - 209 1

total 2 *327 0 *459 1 4

rel % 0.0 26 0.0 33 0.0 0.0
sesquiterpene hydrocarbons
31 o-cubebene 1449 1332 - - 17 - 11 23 1
32 o-elemene 1460 1320 - - **46 - 52 72 2
33 o-ylangene 1472 1346 - - *37 - 53 *70 2
34 o-copaene 1481 1349 - - *19 - 32 *54 1
35 p-bourbonene 1504 1362 - - 182 - 165 280 2
36 f-cubebene 1522 1374 - - 36 - 68 49 2
37 [-elemene 1573 1370 - - 39 - 42 53 2
38 frans-o-bergamotene 1573 1420 - 129 - 106 - - 2
39 sesquiterpene’ 1580 - - - 92 - 100 123
40 (E)-p-caryophyllene 1581 1396 209 553 91 670 90 93 1
41 3,7-guaiadiene 1594 1414 - - 239 - 265 295 2
42 sesquiterpene 1605 - - - 159 - 187 190
43 f-guaiene 1622 1483 - - 33 - 30 46 2
44 o-humulene 1649 1429 16 43 210 49 218 235 1
45 (E)-p-farnesene 1661 1443 - - 212 - 233 255 1
46 germacrene D 1693 1471 - - 7813 - 7030 8154 2
47 p-selinene 1702 1458 - - *16 - *56 *43 2
48 bicyclogermacrene 1718 1472 12 165 **26 145 23 41 2
49 sesquiterpene 1724 - - - - - - 10
50 (E,E)-a-farnesene 1736 1490 - - 27 - 17 36 2
51 germacrene A 1745 1480 - - 739 - 778 928 2
52 germacrene C 1754 1493 - - 377 - 387 450 2
53 o-selinene 1756 1509 - - 1131 - 1161 1351 2
54 germacrene B 1806 1528 - - 2472 - 2480 2856 2

total 237 890 14013 970 13478 15707

rel % 20 7.0 80.8 7.0 79.5 79.8
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RI reliability of
no. compound DB-Wax DB-1 WLM2 EUR® MK¢ WLM + EURA WLM + MK® CLM + MK identificationd
sesquiterpene alcohols
55 o-cadinol 1955 1555 - - 490 - 496 574 2
56 (E)-nerolidol 2028 1548 - 41 79 43 105 **145 1
57 sesquiterpenol 2050 1560 - - 147 - 144 179
58 elemol 2058 1520 - - 64 - 72 **105 2
59 sesquiterpenol 2068 - - - 56 - 55 65
60 sesquiterpenol 2074 - - - 84 - 84 98
61 sesquiterpenol 2125 - - - 52 - 49 63
62 sesquiterpenol 2150 - - - 149 - 183 183
63 sesquiterpenol 2155 - - - 744 - 802 780
64 sesquiterpenol 2159 - - - 183 - 141 208
65 sesquiterpenol 2161 - - - 90 - 70 107
66 sesquiterpenol 2169 - - - 32 - 30 32
67 sesquiterpenol 2176 - - - 172 - 178 187
68 o-eudesmol 2193 1620 - - 316 - 333 355 2
69 S-eudesmol 2199 1615 - - 472 - 496 521 2
70 spathulenol 2220 1561 - - *+86 - 93 129 2
71 sesquiterpenol 2250 - - - 30 - 28 34

total 0 41 3246 43 3359 3765
rel % 0.0 0.3 18.7 0.3 19.8 19.1
aliphatic aldehydes
72 nonanal 1380 1083 - 22 20 - - 1
73 decanal 1485 1184 - 6 - 6 - 1
total 0 28 0 26 0 0
rel % 0.0 0.2 0.0 0.2 0.0 0.0
mandarin esters
74 methyl N-methylanthranilate 2033 1376 8711 - - - - - 2
75 methyl anthranilate 2188 1332 5 - - 1
total 8716 0 0 0 0 0
rel % 72.9 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
others
76 1,8-cineole 1198 1021 - 40 - 71 - - 1
7 trans-limonene oxide 1439 1121 3 - - - - - 1
78 trans-sabinene hydrate 1456 1050 8 15 - 16 - - 2
79 thymyl methyl ether 1577 1217 3 - - - - - 2
80 trans-caryophyllene oxide 1962 1580 - 39 - 49 - - 1
81 thymol 2153 1283 10 - - - - - 1
82 geranic acid 2287 - - 55 - 80 - - 2
total 24 **149 0 216 0 0
rel % 0.2 1.2 0.0 1.6 0.0 0.0
total hydrocarbons 3118 6230 14069 5924 13563 15877
rel % 26.1 49.1 81.2 429 80.0 80.7
total oxygenated compounds 8833 *6470 3268 *7886 3386 3795
rel % 739 50.9 18.8 57.1 20.0 19.3

aMandarin. ® Lemon. ¢Kumquat. @ (Mandarin + lemon). € (Mandarin + kumquat). f(Clementine + kumquat). ¢ Key for reliability of identification: 1, identified by linear
retention index and mass spectrum of reference compounds; 2, tentatively identified by linear retention index and mass spectrum similar to mass libraries. " Not detected.
MW = 204. /MW = 222. Hybrids and their nucleus-giving parents are significantly different for compounds (>10 ug g=1) and classes of compounds (>10 ug g~?) bearing

one (P < 0.01) or two asterisks (P < 0.05).

from mandarin, had a total monoterpene hydrocarbon content
not significantly different [4954 ug g~* (35.9%)] from that of
its lemon parent. However, when monoterpene hydrocarbons
were considered individually, various situations were encoun-
tered:

(1) The cybrid leaf contents in a-pinene, S-pinene, and
sabinene were significantly lower (—50% on average) than those
measured in its lemon parent. Furthermore, the relative propor-
tions of these three compounds were similar in the cybrid and
its lemon parent (o.-pinene/3-pinene/sabinene, 0.09/1.00/0.22);
these proportions compare favorably with those observed in the
major reaction products of (—)-3-pinene synthase from Citrus
limon flavedo (o.-pinene//5-pinene/sabinene, 0.05/1.00/0.14) (19);
this enzyme is nuclear encoded as a preprotein bearing a transit
peptide signal and isimported into the chloroplasts, whereit is
proteolytically processed into its mature functional form. Thus,
it appears that the expression of this nuclear encoded chloro-

plastic enzyme is strongly influenced by the mitochondrial
genome of the mandarin embryogenic parent: athough not
understood, and admittedly the nuclear genome was transmitted
without any punctual recombination and/or deletion, this could
be aform of nucleo-cytoplasmic interaction. However, one must
bear in mind that chloroplastic-mitochondria interactions may
aso exist (20).

(2) Conversely, the cybrid leaf contents in 0-3-carene and
o-terpinolene were significantly higher (x3.7 and 3, respec-
tively) than those measured in its lemon parent. Although no
0-3-carene synthase has been purified yet from Citrus limon it
was shown that a 6-3-carene synthase from Picea abies(21)
most closely resembles in its deduced primary structure a
terpinolene synthase from Abies grandig22). These enzymes
employ avery similar cyclization mechanism: §-3-carene and
terpinolene are formed from geranyl diphosphate by, respec-
tively, 1,3-elimination or 1,2-elimination of a proton from the
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MK
(CLM+MK)__. (WLM+MK)

0 — 2000

WLM
EUR

(WLM+EUR)
Figure 2. Euclidian distances between hybrids and their parents. Mandari
= WLM; lemon = EUR; kumquat = MK; (mandarin +Temon) cybrid =

(WLM + EUR); (mandarin + kumquat) cybrid = (WLM + MK); (clementine
+ kumquat) cybrid = (CLM + MK).

(49)-o-terpinyl carbocation (23). Thus, it appears that the
biosynthesis of these two monoterpenes is strongly influenced
by the mitochondrial genome of the mandarin embryogenic
parent: again, although not understood, this could be aform of
nucleo-cytoplasmic interaction.

(3) Other cybrid monoterpenes were not significantly different
from those of its lemon parent.

In the (mandarin + kumquat) hybrid, (WLM + MK), that
inherited nucleus and chloroplasts from kumquat and mitochon-
dria from mandarin, concentration in total monoterpenes was
similar to that of the kumquat parent [85 ug gt (0.5%)].
Conversely, in the (clementine + kumquat) hybrid, (CLM +
MK), with nucleus from kumquat and organelles from mandarin,
concentration of total monoterpene hydrocarbons was signifi-
cantly higher [170 ug gt (0.9%)] than that of the kumquat
parent. This increase was due to a significantly higher amount
of (E)-B-ocimene: thus, at least for this compound, the presence
of the mandarin chloroplastic DNA in this cybrid seems to
stimulate monoterpene hydrocarbon synthesis. The fact that
biosynthesis of monoterpenes occursin chloroplasts (24) should
be related with this observation.

Sesquiterpene Hydrocarbons.Concentration ranges were
asfollows (Table 2): 237 ug g~* (2.0%) for the mandarin, 890
ug g1 (7.0%) for the lemon, and 14013 ug g~* (80.8%) for
the kumquat parent. The three hybrids showed concentrations
not significantly different from those found in their mesophyll
parents. Similarly to monoterpenes, when sesquiterpene hydro-
carbons were considered individually, various situations were
encountered:

(1) The (clementine + kumquat) cybrid, (CLM + MK),
showed leaf contentsin d-elemene, a-ylangene, and o-copaene
significantly higher (by x1.6—2.8) than those measured in its
kumquat parent. This is aso the case of bicyclogermacrene. It
must be noted that o-ylangene and a-copaene are two tricylic
diastereomers obtained by cyclization of the cadinyl carbocation;
they were observed as minor products of grand fir d-selinene
synthase (25). The (mandarin + kumquat) cybrid, (WLM +
MK), does not exhibit such differences. because these two
above kumquat-derived cybrids differ only by their chloroplasts
(Table 1), this emphasizes the possible role of mandarin
chloroplasts in the stronger synthesis of these compounds.

Fanciullino et al.

(2) The two kumquat-derived cybrids were significantly richer
in B-selinene than their kumquat parent.

Such an increase was observed for the sesquiterpene (E)-f-
caryophyllene in the leaves of a (sweet orange + lemon) cybrid
with regard to its nucleus-giving lemon parent (11). Thus,
although it is not possible to link the above effects to an up-
regulation of one or several citrus sesquiterpene synthases, we
may have here forms of nucleo-cytoplasmic interactions.

Oxygenated CompoundsThe amounts of total oxygenated
compounds in the parent leaves varied from 3268 ug g*
(18.8%) for the kumquat to 6470 «g g~* (50.9%) for the lemon
and to 8833 ug gt (73.9%) for the mandarin (Table 2). Levels
in total oxygenated compoundsin two of the cybrids, (mandarin
+ kumquat) [(WLM + MK); 3386 ug g~ (20.0%)] and
(clementine + kumquat) [(CLM + MK); 3795 ug g+ (19.3%)],
were not significantly different from those found in the kumquat
parent. Conversely, oxygenated compounds were significantly
overproduced in the (mandarin + lemon) hybrid [(WLM +
EUR); 7886 ug gt (57.1%)] with regard to its lemon parent.
Thisis due to nerol and neryl acetate, which were significantly
overproduced by, respectively, x2.4 and x 1.8 in the (mandarin
+ lemon) cybrid, (WLM + EUR), with regard to its lemon
parent. Conversely, geraniol and geranyl acetate contents were
not significantly different from those measured in the lemon.

Similarly to the cases of monoterpene and sesquiterpene
hydrocarbons, the (clementine + kumquat) cybrid, (CLM +
MK), exhibited increases in three sesquiterpene alcohals, (E)-
nerolidol, elemol, and spathulenol, compared with its nucleus-
giving kumquat parent: once again, it is distinguishable from
the (mandarin + kumquat) cybrid, (WLM + MK), which
suggests a nucleo-chloroplastic interaction affecting the bio-
synthesis of these compounds.
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1. Introduction

The triosephosphate/pyruvate pathway
Pyruvate+Glyceraldehyde-3-phosphate
* Volatile compounds from peel and leaves are studied to determine their role
in citrus fruit quality in order to improve cultivars. REEDY SRR

Isopentenyl pyrophosphate

» Experiments were performed on diploid somatic Citrus (Citrus deliciosa cv.
Willow Leaf + Citrus lemon cv. Eureka (WL+EUR)).

Dimethylallyl pyrophosphate
Geranyl pyrophosphate — - Monoterpenes

Farnesyl pyrophosphate — Sesquiterpenes

« We focused our work on the role played by chloroplastic and mitochondrial
genomes in the production of volatile compounds (such as monoterpenoids and
Figure 1. TerPenmd blosynthe5|s in hl]q‘her plants. The tr0|osephoslphate/pyruvate

Sesquitel’penoids ) pathway and the monoterpene biosynthesis occur in chioroplasts. It suggests that
cloroplastlc genome may play a rolé in terpenoid biosynthsis.

Geranyl geranyl pyrophosphate—» Diterpenes

2. Characterization of Citrus Somatic Hybrids

« Electrofusion of protoplasts is used for Citrus somatic hybridization (figure 2). 1. Protoprass

* As a result, several combinations of nuclear, chloroplastic and v
mitochondrial genomes are produced.

« Diploid somatic hybrids combine the nucleus from one parent with the
cytoplasm from the other parent or a combination of the two cytoplasms

2. Diploid somatic hybrids Fid R
* Diploid somatic hybrids are characterized by flow cytometry - and, nuclear and 3vucleus.C'Omp‘m-M'mchond”a P s (06508, o DA o 1 e 5
chloroplastic SSR and mithocondrial RFLP analysis (figure 3). 3,4, WL+EUR and 5, 6, 7 Eureka lemon

Figure 2. Somatic hybridization

3. Volatile compounds

Er | free Volatile compounds from leaves (table 1) are analyzed by GC-MS. The chromatographic
Nk » | ® . . . . . . ..
RN . profile of the diploid somatic hybrid (B) is similar to that of the Eureka lemon parent (A)
¥ | . . .
i | and different from the mandarin parent (C) (figure 4 and 5).
| »
1l
} L ° . Table 1. Order of elution of major components on polar and apolar columns. All
| o compounds are identified by GC-MS and quantified by GC coupled to flame
\ ' i Ll L ionisation with an internal standard. For each plant mean and standard error (S.
- E.) are reported.
i | 1200y
v‘ “ l ® | Mean ugl/g Mean ugl/g Mean ug/g
|1} 10007 Peak Compounds DB-wax DB-1 (WI+EUR) S. E. Eureka _S. E. Mandarin_S. E.
Il . B WL+EUR 1 a-Pinene 1009 907 79 7 136 33 120 34
I 1 2 o-Thj 1017 900 6 1 6 2 o1 29
|11 ljene
N - (=] 800 O Eureka 5 Sabinene 1005 948 184 19 365 52 16 5
| ‘ 3 > 6 5-3-Carene 1122 984 208 7 56 2 - -
\ i 7 Myrcene 1139 970 163 14 133 16 45 13
1 1\ ‘ = ® Mandarir 10 Limonene 1172 1002 3139 370 2546 263 689 256
| \l ‘ J ﬂ M 14 y-Terpinene 1216 1038 9 4 2 - 1497 385
i L 15 trans-B-Ocimene 1224 1029 192 20 222 37 40 5
) 16 p-Cymene 1236 992 - - - - 182 51
[{ “ 17 a-Terpinolene 1251 1070 45 1 15 3 46 11
s . | 23 Citronellal 1442 1133 146 28 114 18 - -
| [ © 25 Linalool 1515 1086 162 1 133 4 29 7
| . 29 (E)-B-Caryophyllene 1558 1396 670 91 553 131 209 27
(1 i ‘ b@ (0\6 66 ,Q%\ @% 35 Neral 1638 1213 2481 231 2100 93 -
| I éQ éQ éﬁ O @" (ﬁé’ [ 36 1,8-Menthadien-4-ol 1644 - - - - - 17 6
I ¥ %6 X 37 a-Terpineol 1658 1172 44 9 47 8 32 9
IR 39 Neryl acetate 1689 1344 237 18 135 12 -
i ‘1\ kL " “ ‘\ ((O 40 Bicyclogermacrene 1689 1472 145 5 165 25 12 8
41 Geranial 1689 1245 3954 398 3325 101 - -
i:-— - Ll AN 42 p-Bisabolene 1691 1465 180 35 152 26 -
N o N 43 Geranyl acetate 1717 1363 209 32 192 17 -
Figure 5. Distribution of volatile compound classes 46 Nerol 1761 1213 200 55 83 17 5 2
) ) . 48 Geraniol 1807 1245 134 12 108 21 8 3
Figure 4 . Chromatographic profiles. 52 (E)-Nerolidol 2002 1548 43 1 P 5 - .
53 Methyl N-methylanthranilate 2007 1318 - - - - 8711 1322

4. Conclusion

*The main information for the biosynthesis of volatile compounds is contained in the nucleus .

*The combination of mitochondria from the mandarin with the nucleus from the lemon influences the production of
aldehydes and esters.

*This method can be applied to other components such as acids or sugars
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RESUME

ETUDE DES DETERMINANTS GENETIQUES ET MOLECULAIRES D E LA
VARIABILITE DES COMPOSITIONS EN CAROTENOIDES AU SEI N DU GENRE
CITRUS

Les caroténoides sont des déterminants majeuesglealité des agrumes. Ces pigments jaune, orange
ou rouge donnent aux fruits leur couleur attractives caroténoides ont plusieurs réles biologiques
provitamines A et antioxydants, propriétés a lI'orggde leur rdle dans la prévention de certains
cancers et des maladies cardiovasculaires. Avex ¢gu100 molécules isolées dans les fruits, les
agrumes ont des compositions complexes et varidgesamténoides. L'objectif de ce travail était
d’identifier les déterminants génétiques et molécas de la diversité des compositions en
caroténoides. La structuration de cette diversitésein du genre€itrus, a été confrontée a celle
observée pour les fragments chromosomiques portimsrgenes de la chaine de biosynthése (RFLP)
et a la variabilité d’expression de ces mémes gérsediversité allélique a été étudiée pour uneke c
genesl(cy-b) par DHPLC et séquencage.

La diversité des compositions en caroténoides adétérminée par I'analyse de 25 génotypes
représentant les 8 espéces cultivées d'agrumescdreténoides des jus ont été analysés par HPLC.
La variabilité génétique apparait comme un destastmajeurs de la diversité des compositions en
caroténoides des agrumes. De plus la classificatibenue sur la base des compositions qualitatives
en caroténoides, est en accord avec les clasgifisgirécédemment établies Nous retrouvons en effet
une structuration en trois groupes correspondaxttrais taxons ancestraux des espéces cultivées.
Nous suggérons ainsi que I'histoire de I'évolutdas agrumes est le principal facteur d’organisation
de la diversité des compositions en caroténoidesshwons également proposé quelles pourraient
étre les étapes clés de la structuration de lagitéedes teneurs en caroténoides chez les agrumes.
L’analyse de I'origine phylogénétique des fragmetisDN porteurs de sept génes de la chaine de
biosynthese des caroténoides a été déterminéeupbsdtion de marqueurs RFLP et SSR pour les
mémes variétés. Le nombre de copies des génesderia pour le genkecy-b a trois pour le géne
Zds La structuration de la diversité génétique dearags mise en évidence par ces analyses RFLP et
SSR est en accord avec les organisations obtermgegdemment par l'utilisation de marqueurs
moléculaires neutres. L'origine phylogénétique didles présents chez les espéces secondaires a pu
étre proposée pour quatre de ces genes. L'implicate cette variabilité de 'origine phylogénétique
des fragments d’ADN sur la diversité allélique aweau de la séquence génique proprement dite a été
démontrée pour le gerey-b par DHPLC. Nos résultats suggérent que la vaiiébdllélique des
gened.cy-betLcy-ecodant pour les deux lycopénes cyclases est ingdiglans la variabilité de ces
deux étapes de cyclisation du lycopéne pour ladtion de lo ou dup-caroténe.

Le niveau d’expression des sept genes a été epamBCR en temps réel a partir des jus de quatre
oranges €. sinensiy d’un citron C. limon) et d’'un pamplemouss€( maxima. L'augmentation des
guantités de transcrits des géebes, Psy, Pds Zds Hy-b etZeps’accompagne de I'accumulation des
B,B-xanthophylles dans le jus des oranges Shamo&teguinelli. De plus, les faibles concentrations
en caroténoides totaux dans les jus de I'orangeddpaChen, du citron Eureka et du pamplemousse
Deep Red pourraient étre liées a une sous-expredsimgenebxs etPsy. Le niveau d’expression du
géneDxs, influencerait la synthése des caroténoides attsmordonné avec celle du géPsy.

Mots-clés : caroténoides,Citrus, phylogénie, diversité génétiqgue, expression génigHPLC,
marqueurs RFLP et SSR, DHPLC, PCR en temps réel.
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